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Zur Chemie des Hihnereies. 
Von 
Dr. Kenji Kojo aus Tokio. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2, August 1911.) 


In einer kiirzlich erschienenen Mitteilung hat E. Sal- 
kowski!) aufs neue die Aufmerksamkeit auf das Vorkommen 
von Traubenzucker im Weifen und Dotter des Eies gelenkt 
und nachgewiesen, dafi sowohl im Weifen des Eies als auch 
im Dotter der Traubenzucker als solcher, nicht etwa in Ver- 
bindung mit Lecithin oder Lecithalbumin vorhanden ist. Wiihrend 
diese Tatsache also als feststehend angesehen werden kann, 
ist die Frage nach den Mengenverhiltnissen noch eine nahezu 
offene. Einem Vorschlage von Herrn Prof. E. Salkowski 
folgend, habe ich diese Frage untersucht und gleichzeitig einige 
andere quantitative Bestimmungen beaiiglich der Bestandteile 
des Eies ausgefiihrt. 

Zur Beschaffung des Untersuchungsmaterials wurden mog- 
lichst frische Eier, jedesmal 3—4 Stiick, verwendet. Die Ab- 
trennung des Albumens gelingt leicht ohne jede Verunreinigung 
mit Dotter, dagegen ist der Dotter kaum ohne weiteres frei 
von Albumen zu erhalten. Diese letzten Reste habe ich mit 
einer Pipette mit stumpfer Spitze abgesogen. Das Weibe und 
anderseits der Dotter von je 3—4 Eiern wird, um Durchschnitts- 
werte zu erhalten, vereinigt. Zur Bestimmung des Wasser- und 
Aschengehaltes diente ein kleines Platinschilchen, das sich in 
einem Wiigegliischen befand. Zur Bestimmung der Asche wurde 
wie tiblich verfahren. Es ergab sich bei diesen Bestimmungen 
folgende Tabelle: 

!) Biochem, Zeitschr., Bd. 32, S. 335 (1911). Siehe hier die dltere 
Literatur. 
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Tabelle I. 











_ Neer Neen 
Albu- |Wasser-| Trockene Aschen- 
Nr. } men | gehalt Substanz menge 


in %/o} in g | in %o 


in g | in °/o | in g 








1} 6,6636] 87,72 | 0,8184 12,28]0,0270 0,45 
11] 5.4830] 88,30 |0,6378. 11,70] 0,0218 0,40 
HL} 4.9014) 86,63 10,6552, 13,37 10,0226, 0,46 
IV 15,1304] 87,63 [0.6344 12,37]0,0198 0,39 | entspr.Tab.IVu.V, Nr. I 

















V 16.5574] 87,52 ]0,8182) 12,48]0,0268 0,44 do. > I 
VI} 5.5662] 88,11 |0,6820 11,89 0.0204 0,37 > » Ill 
VII] 5.3828] 88,16 10,6374 11,84]0,0206 0,38 ; » IV 
VIL] 3.4920] 88,15 [0.4144 11,8510,0146) 0,42 : Vv 
Mittel . .| 87,71] — | 1229] — | O44 


Wie die obige Tabelle zeigt, ergab sich der Wassergehalt 
des fliissigen Eiweifes im Mittel zu 87,71°/o, schwankte aber 
zwischen 86,63—88,30°/o. Der héchste von mir gefundene Wert 
stimmt mit dem von Hammarsten!) und Lehmann?) (880°/00), 
dagegen kommt der niedrigste von mir gefundene dem von 
Hammarsten (850°/oo) ziemlich nahe, wahrend Lehmann 
82° 0 angibt. Die Menge von festen Bestandteilen ergab sich 
durchsehnittlich zu 12,29°/o, wahrend sie von Lehmann zu 
13,316°/o angegeben ist. Die Aschenmenge betrug im Mittel 
0,41°/o des fliissigen EiweiBes, wiihrend die von Lehmann 
angegebene Zahl 0,64—0,68°/o, von Poleck?) 0,65°/o ist. Hier 
findet sich also eine sehr erhebliche Differenz, fiir die ich eine 
Erklarung nicht anzugeben vermag. 

Zur Bestimmung des Gesamtstickstoffes wurde das fltissige 
Eiweif in einem kleinen Wigegliischen gewogen, mit Hilfe eines 
Gummiwischers mit Wasser in einen Kjeldahl-Kolben ge- 
spiilt, dann 10 ccm konz. H,SO, und 0,4 Quecksilberoxyd zu- 
gesetzt und der Stickstoff wie gewohnlich bestimmt. Jedesmal 
wurden Doppelbestimmungen gemacht. Da die Werte der ein- 


') Hammarsten, Lehrbuch der physiol. Chemie, 7. Aufl., S. 386. 
?) Lehmann, Lehrbuch der physiol. Chemie, II, 1853, 5S. 308—312. 
3) Poleck, zitiert nach Hammarsten, 1. c., S. 598. 
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zelnen Bestimmungen sehr gut tibereinstimmten, so habe ich 
das Mittel von beiden genommen. 


Tabelle II. 


Gesamtstickstoff in Albumen. 


























Nr. Eiweih N-Menge 
in g ing | in %o 
I 7,2716 0,1320 1,81 
II 5,3682 0,0961 9 
II] 9,3216 0,1709 1,83 
IV 10,7666 0.1884 1,75 
V 4,4568 0,0730 1.64 
VI 3,7480 0.0635 1,69 
Vil 3,7540 0),0676 1,80 
VIII 3,7024 0.0644 74 
IX 4,0922 0,0708 73 
X 4.8772 0.0862 ad 
XI 3,4282 0,0607 1,77 
XII 38522 0,0682 1,64 entspr. Tab. IV u. V, Nr. I 
XIII 4.5308 0.0709 1,79 do. >» Il 
XIV 52324. 0.0926 1,77 ) >» IH 
XV 4,4208 0,0774 1,75 , » IV 
XVI 3.8684 0,0662 1,71 , » V 
Im Mittel . . «| 1,75 


Der Gesamtstickstoffgehalt des Albumens ergab sich im 
Mittel zu 1,75°/o, schwankte aber zwischen 1,64 —1,83°/o, die 
mit der von Suto?) in 116 Eiern gefundenen Zahl (1,788°/o) 
sehr gut tibereinstimmt. 

Die Bestimmung des Traubenzuckers des Hiihnereiweibes 
geschah einerseits durch Gérung mit Hefe, wie sie Buchner?) 
in seiner «Zymasegiirung» beschrieben hat, mit Hilfe eines 
MeissIschen Apparates,*) anderseits durch Keduktion mit 


') Suto, Praktikum d. med. Chemie, 3. Aufl., 1909, 5. 643. 
?) Buchner, Die Zymasegirung, 1903, S. 80. 
8) Vol. H. Will, Bericht iiber die 8. Versamml. bayer. Vertreter 
der angewandten Chemie, 1889, 5. 72. 
1* 











Kenji Kojo, 


= 


Fehlingscher Losung. Beide Verfahren habe ich zum Ver- 
gleiche herangezogen. 

sevor die Garungsbestimmung vorgenommen wurde, schien 
es angebracht, die Genauigkeit dieses Girungsverfahrens noch 
einmal zu priifen. 

Zu diesem Zweck wurde der Traubenzucker nach Trocknen 
bei 100° genau abgewogen, in einen kleinen Erlenmeyer- 
Kolben von ca. 130 cem Inhalt geschiittet, etwa 30 cem Wasser 
dazu gesetzt, mit verdiinnter Weinsiiurelésung ganz schwach 
sauer gemacht, dazu 5 cem Hefeaufschwemmung gebracht (kauf- 
liche Hefe wurde mit physiologischer Kochsalzlosung gut ge- 
waschen, eine erbsengrobe Menge davon mit 10 ccm Wasser 
durchgeschiittelt). Dann wurde der Erlenmeyer-Kolben mit 
einem doppelt durchbohrten Gummistopfen verschlossen, durch 
dessen eine Bohrung eine sonst mit Glasstab und Gummischlauch 
versehene Glasréhre zum Einleiten von Luft fiihrte und durch 
dessen zweite Bohrung ein sogenanntes Giirventil nach Meiss] 
gesteckt wurde. Das MeisslIsche Ventil (siehe «Zymasegiirung » 
von Buchner S. 80) besteht aus einem einfachen Wasch- 
fliischchen, in das man 1—2 cem konzentrierte Schweflelsiiure 
zum Trocknen der ausstrOmenden Kohlensiiure einfillt und das 
am Austrittsende mit einem Bunsenschen Gummiventil ver- 
sehen ist. Letzteres ist bekanntlich ein ca. 5 cm_ langer 
schwarzer Gummischlauch von 0,5 mm Wandstiirke, der ein- 
seitig durch ein Glasstiibchen verschlossen und in der Mitte 
durch einen etwa 1 cm langen Liingsschnitt mit einem scharfen 
Messer aufgeschlitzt ist. Dureh diesen Schlitz ist wohl der Aus- 
tritt, nicht aber das EinstrOmen von Gasen von auben gestattet. 
Wieser Apparat wurde, nachdem das Versuchsmaterial hinein- 
gebracht worden war, vor dem Versuch in einen hohen zylinder- 
formigen Exsikkator gebracht, nach !/2 Stunde gewogen, dann 
bei 40° in den Brutschrank gestellt. Wéihrend der Versuchszeit 
wurde der Kolben mehreremal vorsichtig durchgeschiittelt, um 
die Fliissigkeit gut mit Hefe zu mischen. Nach einer bestimmten 
Zeit wurde der Apparat aus dem Brutschrank genommen, von 
dem Bunsenschen Gummiventil und dem anderen Glasréhrchen 
die Glasstiibechen abgenommen, das Glasréhrchenende mit den 
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beiden Waschkolbchen, die zum Trocknen von Luft mit kon- 
zentrierter Schwefelsiure versehen waren, verbunden, etwa 
) Minuten lang Luft durchgeleitet, um die im Gasraum der 
Erlenmeyer-Kolben und Meiss1I-Ventils angesammelte Kohlen- 
siure zu verdringen. Nachdem beide Enden des Apparates 
wieder mit dem Glasstiibchen verschlossen worden sind, wurde 
der Apparat in den Exsikkator gebracht und dann gewogen. 
Die Differenz zwischen den vor und nach der Girung festgestellten 
Gewichten entspricht der Kohlensiéiure, die wiahrend der Ver- 
suchszeit durch Giirung entwickelt ist; sie wird auf Trauben- 
zucker umgerechnet. Um die in der Fliissigkeit geléste Kohlen- 
siure zu verjagen, wurde der ganze Apparat (ausgenommen 
die beiden Glasstiibchen) auf dem Sandbad erhitzt, nochmals 
Luft durchgeleitet, im Exsikkator getrocknet und gewogen. Es 
wurde folgendes Resultat erhalten: 


Tabelle III. 


Girungsversuch mit Traubenzucker. 


























Trauben- Gewichtsverlust, d. h. CO,-Gewicht 




















Nr. zucker |Temp.} Std. | yor dem Erhitzen | nach dem Erhitzen 
in g in g | in °%Jo in g | in °o 

I | 0.3152 | 40° | 48 01422 45141  0,1708 54.19 

Il 0), 2886 40° 48 0.1258 | 42,89 0,1386 48,57 
lll 0.3582 | 40° 48 0.1552 43,33 0.1794 50,08 
Mittl ...| — | 43,74 | — | 50,88 


Unter der Voraussetzung vollstandiger Vergiirung muf der 
Traubenzucker 48,81°%j0 seines Gewichtes Kohlensiure liefern. 

In Tabelle Ill betragt das Kohlensaéuregewicht in Prozenten 
vor dem Erhitzen 43,74°/o, nach dem Erhitzen 50,88°/o des 
Traubenzuckers, es ist also im ersten Falle erheblich zu klein, 
im letzten Fall etwa 2°/o zu hoch; entgegen der allgemeinen 
Annahme scheint also diese Methode der Bestimmung des 
Traubenzuckers nur recht grob angeniiherte Werte zu liefern, 
vermutlich hingt das Plus beim zweiten Verfahren von einer 
gleichzeitig stattfindenden Selbstgiirung der Hefe ab. Jedenfalls 
darf die Durchleitung von Luft nicht in Fortfall kommen. 
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Nun kamen wir zu der Bestimmung des Traubenzuckers 
im Hiihnereiweif. Zu diesem Zweck wurde eine gewisse Menge 
Kiweif} in einem Wageglischen gewogen, mit Wasser in eine 
nicht zu kleine Porzellanschale gespiilt, dann mit dem 10fachen 
Volumen Wasser verdiinnt, unter Zusatz von Essigsaure bis 
zur neutralen oder schwach sauren Reaktion auf dem Draht- 
netz unter standigem Umriihren, anfangs ganz gelinde, dann 
allmiihlich stirker bis zum wallenden Sieden erhitzt, bis das 
Eiweifi sich klumpig abgeschieden hatte und die Fliissigkeit 
ganz klar erschien. Die klare Fliissigkeit wurde nun durch 
ein dichtes Filter in eine andere Abdampfschale _filtriert, 
mit Wasser nachgewaschen, schlieBlich wurde das Filtrat 
mit Waschwasser zusammen anfangs auf freier Flamme, dann 
auf dem Wasserbad bis auf etwa 30 ccm eingedampft. Nach 
dem Erkalten wurde etwa das 8fache Volumen Alkohol abso- 
lutus eingegossen, gut gemischt und stehen gelassen. Nach 
einigen Stunden wurde vom ausgeschiedenen Ovomucoid ab- 
filtriert, mit Alkohol nachgewaschen, endlich wurde der alko- 
holische Auszug auf dem Dampfbad bis auf etwa 20 ccm ein- 
gedampft. Die so erhaltene schwach gelbliche Fliissigkeit, die 
ganzlich ovomucoidfreien Traubenzucker enthielt, wurde einer- 
seits mit Fehlingscher Lésung zum Reduktionsversuch ver- 


Tabelle IV. 


Girungsversuch mit Hiithnereiweif. 














Gewichtsverlust, d. h. CO,-Gewicht 


Ange- : 
email vor dem Erhitzen | nach dem Erhitzen 
; | : 
Nr Temp.| Std. | €O,- | umgerechnet | CO,- | umgerechnet 
4 . Sub- p. ° A | | > 
Ge- | auf Trauben- | Ge- | auf Trauben- 
stanz wicht | zucker | wicht | zucker 
in g ing | in g | in % | in g | in g | in %o 








I | 41,3236] 40° | 45 |0,0948 0,1951 0,47 | 0,1136 0.2337) 0,57 
II |36,7880] 40° | 48 [0.0876 0,1802 0,49 | 0,1042 0.2144 0,58 
Wl 147.0772] 40° | 45 [00,1126 0,2317, 0,49 | 0,1324 0,2724 0,59 
iv |36,8590] 40° | 48 |0,0966 0,1987, 0,54 0,114 0,2354 0,64 
V |39,6814] 40° | 48 10,0916 0,1885 0,48 0,1138 0,2341 0,59 
vi |42,.8364| 40° | 45 |0,1062 0.2184 0,51 | 01290 0,2655| 0,62 














Mitel...) — | — | O60] — | — | Oe 
“ 











Zur Chemie des Hithnereies. 7 


wendet, anderseits wurde die Fliissigkeit in ein Erlenmeyer- 
Kolbchen!) gespult, darauf 5 cem Hefesuspension und verdiinnte 
Weinséureldsung bis zur ganz schwachen sauren Reaktion 
zugesetzt, mit Gummistopfen und Meissl-Ventil verschlossen, 
dann wie beim Traubenzucker verfahren. 


Tabelle V. 


Reduktionsversuch mit Albumen. 


























= SS ~ | 
Nr. oe Cu,O Umgerechnet auf Traubenzucker 
in g in g in g | in °/o des Eiweifes 
I 22,7540 0,2456 0,1238 | 0,54 
ll 25,0990 (0,2338 01179 | 0,47 
II 38,1650 0,3888 0,1960 0,51 
IV 32,3778 0,3210 0.1618 0,50 
V 34,1624 0,3320 01674 | 0,49 
VI 36,2658 0,3812 0.1922 0,53 
Mitel 2 ee | 0,51 








Bei dem Versuch nach dem Giirungsverfahren betrug der 
Traubenzucker im Albumen des Hiihnereiweifes im Mittel vor 
dem Erhitzen 0,5°/o, nach dem Erhitzen 0,6°/o des fliissigen 
Albumens. Der Mittelwert zwischen «vor» und «nach» dem 
Erhitzen ist 0,55°/o. 

Die Resultate von beiden Verfahren stimmen also gut 
liberein, sie stimmen auch mit der von Lehmann angegebenen, 
durch Reduktion gefundenen Zahl 0,5°/o sehr gut, aber nicht 
mit der von Meissner?) angefiihrten 80°/oo. Es liegt jeden- 
falls kein Grund vor, im Albumen aufber dem Trauben- 
zucker noch eine andere reduzierende Substanz an- 
zunehmen. 

Beim Eidotter wurden, wie beim Eiweil} Wassergehalt, 
feste Bestandteile, Aschenmenge, Gesamtstickstoff und Trauben- 
zucker resp. reduzierende Substanz bestimmt. 





') Die Fliissigkeit in dem Erlenmeyer-Kolben darf nicht mehr 
als 40 ccm betragen. 

2) Zit. nach v. Gorup-Besanez, Lehrbuch der physiol. Chemie, 
4. Aufl., S. 740. 
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Tabelle VI. 





























: : —— Feste Bestandteile Aschenmenge 
Nr. Eidotter gehalt 

in %o in g | in %o in g | in °/o 

I 6.4254 | 48,75 | 32930) 51.25 | 00910 | 1,42 

I] 3,7408 50,73 1.8440 49,27 0,0544 | 1,45 

Ill 6.0688 | 49,70 | 3,0526 | 50,30 | 0,0874 1,44 

Mittel . .. — | oe — | 1,44 








Der Gehalt des fliissigen Dotters an Wasser betrug durch- 
schniltlich 49,73°/o, also an festen Bestandteilen 50,27°/o. Leh- 
mann (lI. c.) gibt fiir den Gehalt an fester Substanz 45—52°/o 
an, Parke?!) 52,81°/o (nicht direkt bestimmt, sondern durch 
Addition der Einzelbestimmungen erhalten). Die Aschenmenge 
betrug im Mittelwert 1,44°/o, wahrend Poleck?) als anorga- 
nische Substanz 1,52°/o fand. 

Um den Gehalt an Gesamtstickstoff zu bestimmen, brachte 
ich in ein kleines, vorher mit 2 ccm konzentrierter Schwefel- 
siiure*) gefiilltes Wageglaschen eine kleine Menge Eijdotter, 
bestimmte das Gewicht und brachte dann das Ganze in den 
Kjeldahl-Kolben. Dann wurde mit Wasser nachgespiilt, 
ca. 8 ccm konzentrierte Schwefelsaure und 0,4 g Quecksilber- 
oxyd hinzugesetzt und der Stickstoff wie gewOhnlich bestimmt. 
Verfiihrt man anders, so macht die Zahigkeit und Klebrigkeit 
des Eidotters Schwierigkeiten. 

Die Resultate sind folgende (s. Tab. VII): 

Der Gesamtstickstoff schwankt zwischen 2,38—2,69°/o, 
der Mittelwert betrug 2,49 °/o. 

E. Salkowski hat als Beweise fiir die Glukosenatur der 
reduzierenden Substanz bereits mitgeteilt, daB die entsprechend 
hergestellten Lésungen Reduktion und positive Géarungsprobe 
ergeben. Ich habe diesen Befund noch durch die Darstellung 
des Osazons ergiinzt. Die Lésung wurde aus Eidotter ebenso 


'! Hoppe-Seyler, Med.-chem. Untersuch., Heft 2, 5. 209, 1866. 

?) Poleck, Pogend. Ann., Bd. 79, S. 155—161. 

*) Auf der konzentrierten H,SO, schwimmt der Dotter, indem er 
sich zusammenballt, klebt nicht an der Gefafwand. 
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hergestellt, wie Salkowski (I. c.) angegeben, das Osazon 
schmolz bei 204—205°. Auch die Vergiirbarkeit wurde noch- 
mals konstatiert. Es fragte sich nun, inwieweit die Reduktion 
vom Traubenzucker, inwieweit von anderen reduzierenden Sub- 
stanzen (Kreatinin) herriihrt. Zu dem Zweck habe ich mit 
entsprechend hergestellten Losungen aus Eidotter Giirungs- 
versuche angestellt. 
Tabelle VII. 


Der Gesamtstickstoffgehalt des Eidotters. 











. Stickstoffmenge 

Nr. aaenien in °/o des frischen 
in g in g Dotters 
I 1,8244 0.0445 2,43 
If 1,3126 0,0312 | 2,38 
III 0,5600 0.0151 2.61 
IV 0,9188 0.0247 | 2.69 
V 1.2034 0,0284 | 2,36 
VI 1.6272 0.0404 2,48 
ow Mittel Pa , 2,49 








Zur Herstellung der Lo6sung verfuhr ich nach dem von 
EK. Salkowski (I. ec.) angegebenen Verfahren, das hier kurz 
wiedergegeben werden mag. 

Eine im Wiigegliischen abgewogene Quantitiit Eidotter wird 
in einem nicht zu kleinen Scheidetrichter mit dem mehrfachen 
Volumen Wasser und dem ungefiihr gleichen Volumen Ather 
kriftig durchgeschiittelt. Bei Stehenlassen bilden sich allmih- 
lich drei Schichten, eine obere atherische, die ganz klar ist, 
eine mittlere, flockige, Vitellin enthaltende, und eine untere ganz 
klare oder beinahe ganz klare wiisserige Schicht. Wenn die 
Absetzung der Schichten sehr langsam erfolgt, kann man 
sie durch Zusatz von einigen Kubikzentimetern Alkohol be- 
schleunigen. Diese Operation wurde in der Regel dreimal wieder- 
holt, bis die mittlere Schicht ganz weif geworden war, bei 
stark gefiirbtem Dotter dagegen noch einmal. Die gesammelten 
klaren wiisserigen LOsungen wurden in einer Abdampfschale bis 
auf ein Volumen von etwa 30 ccm eingedampft und nach dem 
Erkalten das mehrfache Volumen Alkohol absolutus zugesetzt. 
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Nach liingerem Stehen, bis das Eiweifii flockig ausgeschieden 
ist, meistens am niichsten Tag, wurde filtriert und Schale und 
Trichter mit Alkohol nachgewaschen. Der alkoholische Auszug 
wurde bei gelinder Temperatur bis auf etwa 20 ccm, wo ge- 
wOhnlich der Geruch nach Alkohol verschwunden war, ein- 
gedampft, und die zuriickbleibende klare wiisserige LOsung ohne 
Verlust in den Erlenmeyer-Kolben des Garapparates gespiilt, 
(Gesamtvolumen der Fliissigkeitsmenge etwa 30 ccm), dann 
wurden etwa 5 ccm Hefelésung, die aus vorher mit physio- 
logischer Kochsalzlésung gut gewaschener Hefe hergestellt war, 
hinzugesetzt und weiterhin wie beim Eiweif zur Girungs- 
bestimmung verfahren. 

Als Kontrolle, gleichzeitig um dem Einwand von der Selbst- 
giirung der Hefe zu begegnen, wurde ein gleiches Volumen 
Hefeldsung (5 cem) mit 30 cem Wasser unter gleichen Be- 
dingungen zur Giirung angestellt. Es wurden folgende Re- 
sultate erhalten. 

Tabelle VIII. 


Gadrungsversuch von Eidotter. 

















CO,-Gewicht in g 
Nr. Eidotter Temp. Std. vor dem nach dem 
Erhitzen (A) Erhitzen (B) 

















I 48,0364 4A) ° 48 0.0538 | 0,0784 
l 41,7056 40° 48 0,0514 |  0,0628 
II] 40,3924 40° 48 0,0468 | — 0,0762 
IV 35,6896 40 48 0,0452 | 0,0590 
V 39,8580 4° 48 0,0558 | 0,0736 


Tabelle IX. 


Kontrollversuch (Selbstgirung von Hefe). 

















CO,-Gewicht in g 
Nr. sine Temp. Std. vor dem | nach dem 
in ccm Erhitzen (C)  Erhitzen (D) 

| 5 40° 48 0,01388 =| ~—(0,0292 

I 5 40° 48 0.0084 |  0,0108 
1] 5 40° 48 0,0088 | 0,0148 
IV 5 40° 48 0,0102 | 0,0164 

V 5 40° 48 0.0086 | 0,0134 
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Tabelle X (Tabelle VII minus IX). 











Gewichtsverlust, d. h. CO,-Gewicht 
Ei- vor dem Erhitzen | nach dem Erhitzen 
Nr. _}Temp.| Std. | ©9.- umgerechnet CO,- | umgerechnet 
dotter Ge- auf Trauben-| Ge- | auf Trauben- 
wicht zucker wicht zucker 
in g ing | ing |in %o| ing in g | in % 
I | 48,0364] 40° ‘8 | 0.0400, 0,0823) 0,17 0.0492 0,1024 0,21 
If | 41,7056] 40° ‘8 =| 0,0430 0,0885, 0,21 | 0,0520 00,1070, 0,26 
Ill | 40,3924] 40° 48 |0,0380 0,0782, 0,19 | 0,0614 0.1263 0,31 
IV 135.6896] 40° ‘8 |.0,0350 0,0720 0,20 | 0,0426 0,0872, 0,25 
V 139.8580] 40° 48 |0,0472 0.0971 0,24 | 0,0602 0.1239 0,32 
Mittel . se oe eee 











Der alkoholische Auszug, der nach der oben beim Giirungs- 
versuch erwiihnten Methode von demselben Dotter erhalten war, 
wurde nach dem Eindampfen bis auf etwa 30 ccm filtriert, nach- 
gewaschen und mit Fehlingscher Lésung erhitzt. Das erhaltene 
Kupferoxydul, das manchmal etwas mit gelblichem Kupfer- 
hydroxydul gemischt war, wurde durch einen vorher gewogenen 
Goochtiegel filtriert, bei 110—115° getrocknet und gewogen. 
Die erhaltenen Zahlen sind folgende: 


Tabelle XI. 


Reduktionsversuch von Eidotter. 



































Nr. Eidotter Cu,O Umgerechnet auf Traubenzucker 

in g in ¢g in g | in °o des Dotters 
I 46.0990 0.2560 01291 0,28 
I] 37,5610 0,2160 0,1089 | 0,29 
Ul 30,7452 0.2318 0.1168 | 0.38 
IV 33,7626 0,2012 O04 | 0,30 
V 38,8610 0,2620 0.1321 | 0,34 
 Mittel . . . 0,32 








Im Mittel von 5 Giirungsversuchen betrug der Trauben- 


zucker vor dem Erhitzen 0,20°/o, nach dem Erhitzen 0,27°/o. 





Wie die Tabelle X zeigt, sind die angegebenen Zahlen von der 
Selbstgarung der Hefe abgerechnet. Der fliissige Hihnerei- 








12 Kenji Kojo, Zur Chemie des Hihnereies. 


dotter enthilt also an Traubenzucker ca. 0,27°/o, d. h. ungefahr 
die Hiilte des Weifen. Bei dem Reduktionsversuch erhielt ich von 
5 Untersuchungen durchschnittlich 0,32°/o, also ein Plus von 
0,05 °/o, gegeniiber der Girung. Dieses Plus ist auf die Gegen- 
wart von Kreatinin zu beziehen, das ja auch reduzierend wirkt. 
Es geht daraus aber gleichzeitig hervor, daB die Quantitat 
des Kreatinins sehr gering ist, wie ja auch E. Salkowski 
1. e. angibt. 
Zusammenfassung: 


1. Das fliissige Hiihnereiweif enthélt im Mittel an Wasser 
87,71°%/o, an festen Bestandteilen 12,29°/o, an Asche 0,4°/o, 
also 11,89°/o organische Substanz. Der Gesamtstickstoffgehalt 
desselben war 1,75°/o. Die Quantitiéit von Traubenzucker im 
Weifen ergab sich zu 0,55°/o = 4,47°/o der Trockensubstanz 
resp. 4,64°/o der organischen Substanz. 

2. Der fliissige Dotter des Hiihnereies enthalt durchschnitt- 
lich an Wasser 49,73°/o, an festen Bestandteilen 50,27°/o, an 
Asche 1,44°/o der Dotterfliissigkeit, also an organischer Sub- 
stanz 48,83°/o. Der Stickstoffgehalt ergab sich zu 2,49°/o des 
frischen Dotters. Der Traubenzuckergehalt desselben betrug 
0,27°/o, also etwa halb soviel wie beim Albumen. Rechnet 
man aber auf feste Substanz um, so zeigt sich, dal der Zucker- 
gehalt beim Eidotter sehr viel geringer ist, als beim Albumen. 
Er betriigt nimlich nur 0,54°/o des Trockenriickstandes oder 
0,55°/o der organischen Substanz. Der Gehalt an Kreatinin 
ist sehr gering. 

Es wiire von Interesse, die einschliigigen Verhiiltnisse bei 
der Entwicklung des Hiithnchens zu verfolgen. 











Notiz zur Frage der Quadriurate. 


Von 


W. E. Ringer. 


(Aus dem physiologischen Laboratorium der Universitat Utrecht.) 
(Der Redaktion zugegangen am 15. August 1911.) 


Die Abhandlungen von Rudolf Kohler!) tiber die Frage 
der Quadriurate veranlassen mich zu einigen Bemerkungen. 

Kohler findet, dafB bei der Darstellung der Quadriurate 
nach der Acetatmethode die Zusammensetzung der gebildeten 
Sedimente je nach der der LOsungen wechselt. Das Verhiiltnis 
von Harnsaure zu Base konnte jeden Wert haben; aus 3— 5°/oigen 
Acetatlésungen erhilt man Sedimente mit der Zusammen- 
setzung des Quadriurats (wenigstens anniihernd), aus 10°/oiger 
Losung Monometallurat mit meistens etwas zuviel Base. Die 
Produkte, deren Zusammensetzung der des Monometallurats 
entspricht, wurden auch von Wasser zersetzt. Die Erklirung 
fiir diese Reaktion mit Wasser suchte Kohler in adsorbierter 
Essigsiiure. Frisch gefiilltes, mit 10°/oiger, mit einer Spur 
Essigsiiure angesiiuerter Acetatlbsung geschitteltes Mononatri- 
umurat zeigte Zersetzung mit Wasser. 

In seiner zweiten Abhandlung glaubt Kohler den Beweis 
fiir die Nichtexistenz des Quadriurats gebracht zu haben. Er 
zeigt namlich, dafi die Loslichkeit der Harnsiiure in reinem 
Wasser durch Zugabe eines Urats abnimmt. 

Daf nun aber die adsorbierte Saure jedenfails nicht immer 
als Erkliirung fiir die Wasserzersetzlichkeit herangezogen wer- 
den kann, geht schon aus einer Arbeit von Tunnicliffe und 
Rosenheim?) hervor. Diese Autoren konnten Sedimente mit 





‘) Diese Zeitschrift, Bd. 70, S. 360 (1910); Bd. 72, 5. 169 (1911). 
2) The Lancet, 78, I, 1708 (1900). Kohler zitiert diese Arbeit in 
seiner ersten Abhandlung gar nicht. 
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den Eigenschaften der Quadriurate darstellen, indem sie eine 
kochend gesiittigte, sodann filtrierte Monometalluratl6sung bei 
Siedehitze mit Harnsaure sittigten, wieder filtrierten und mit 
Kis kiihlten. Die Sedimente zersetzten sich mit Wasser und 
hatten 30,53°/0 «freie» und 52,00°/o «gebundene» Harnsidure, 
resp. 31,40° 0 und 47,56°/o. Hier kann doch von einer Saure- 
adsorption nicht die Rede sein. 

Ich habe im tbrigen die aus AcetatlOsungen hergestellten 

Quadriurate» Ofters mit Alkohol von 60°/o so lange gewaschen,’) 
dafi spiiter beim Kochen mit Wasser oder auch mit verdiinnter 
Schwefelsiiure sich keine Spur Essigsiure nachweisen lieb. 
Dennoch hatten die Priiparate ihre Zersetzlichkeit mit Wasser 
nicht eingebubt. Die 3°/oige Acetatlosung, die anfangs alkalisch 
war, hatte nach der Behandlung mit Harnsiiure und nach dem 
Absetzen des Quadriurats eine Wasserstoffionenkonzentration 
von 7,08 x 10° * (py = 6,15). Die Zusammensetzung, welche 
etwas wechselte, war in einem Falle z. B. 0,2232 K-Atome 
auf 0,499 H,U-Molekeln. 

Wiihrend also adsorbierte Séure nicht fiir jedes Quadri- 
urat die eigentiimliche Reaktion mit Wasser bedingt, so ist 
doch auch der oben genannte Beweis Kohlers fiir die 
Nichtexistenz der Quadriurate noch nicht zwingend. Sehen 
wir ab von seinen experimentellen Schwierigkeiten, wodurch 
die Loéslichkeitsabnahme weit tiber die erwartete hinausgeht, 
so hat er doch nur bewiesen, dal} bei 18° sich keine beson- 
dere Verbindung zwischen Harnsiiure und primirem Urat 
hildet. Es kénnte aber sein, dab bei dieser Temperatur die 
Bindung nur in so unbetriichtlichem Mabe zustande kiime, dab 
dadurch die Léslichkeit der Harnsiiure nur unmerklich beein- 
fluBt wiirde; hat es sich doch immer gezeigt, dab} Quadriurate 
bei gewOhnlicher Temperatur bei Gegenwart von Lésung wenig 
bestandig sind. 

Die wechselnde Zusammensetzung der Quadriurate ist 
schon von Tunnicliffe und Rosenheim als Grund fiir die 
Nichtexistenz eines wahren Quadriurats angesehen. Diese Autoren 
fanden aber, dab innige Mischungen von Monometalluraten und 


1) Auf dem Buchnerschen Filtrum unter scharfem Absaugen. 
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Harnsiure, beide in fein pulverisiertem Zustande, mit Wasser 
keine Bildung von gréSeren Harnsiiurekrystillchen gaben. Sie 
erkliiren deshalb die Zersetzung mit Wasser unter der An- 
nahme, daB in den Quadriuraten die Harnsiure amorph und 
zwar in der Lactimform anwesend wiire. Vom Wasser wird 
das Urat gelést und die zuriickbleibende Harnsdéure geht in die 
krystallinische Modifikation tiber. 

Die von den genannten Autoren bestimmten Wasserver- 
luste der Quadriurate bei 100° oder 130°, die sie als Grund 
fiir ihre Auffassung dieser Urate als Mischungen anfiihren, 
kOnnen bei der eigentiimlichen Beschaffenheit der Urate doch 
wohl kaum als beweiskraftig angesehen werden; auch die Tat- 
sache, dafi sie in der oben von ihnen gefundenen Weise Quadri- 
urate darstellen konnten, ist nicht fiir die Nichtexistenz dieser 
Verbindungen beweiskriiftig, denn hier bildet sich das Urat nicht 
in reinem Wasser, sondern in heifh gesittigter Losung von 
Monometallurat und Wasser. Wenn Tunnicliffe und Rosen- 
heim also meinen, dai hier Quadriurat in heiBem Wasser sich 
gebildet hiéitte, wihrend Roberts fand, da Quadriurate von 
heifem Wasser sofort zerstOrt werden, so ist das nicht ganz 
den Tatsachen entsprechend. 

Vor einiger Zeit!) habe ich tiber von mir angestellte 
Loslichkeitsversuche von Uraten und Harnsiiure berichtet. 
Zweck der damaligen Untersuchung war, die Existenzgebiete 
der verschiedenen Urate und der Harnsiéiure neben ihren L6- 
sungen zu erforschen. Ein bestimmtes Urat und auch Harn- 
siure wird im allgemeinen neben einer groben Reihe von 
Losungen, mit wechselnder Zusammensetzung und Wasser- 
stoffionenkonzentration bestehen kénnen. Ich glaubte, die Sache 
vom Standpunkte der heterogenen Gleichgewichtslehre betrach- 
tend, wenigstens fiir ein bestimmtes System die Existenzgrenzen 
der in diesem System und bei der bestimmten Versuchstem- 
peratur mdglichen festen Phasen bestimmen zu kénnen. Als 
wichtige feste Phasen glaubte ich die Harnsiiure, die Mono- 
metallurate und die sogenannten Quadriurate in den Kreis 
meiner Untersuchungen ziehen zu miissen. 


1) Diese Zeitschrift Bd. 67, S. 332 (1910). 
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Meine ersten Versuche wurden mit dem System Harn- 
siiure, Na,O und Wasser angestellt. Die Loslichkeitskurve des 
Mononatriumurats konnte dabei festgelegt werden, aber als 
feste Phase wurde niemals eine, die der Zusammensetzung und 
den Eigenschaften des Quadriurats entsprach, beobachtet. 

Spiitere Untersuchungen in den Vierkomponent-Systemen: 
Harnsiiure, Na,O oder K,O, P,O; und Wasser gaben in bezug 
auf das Quadriurat dasselbe Resultat, wenigstens insoweit 
man als charakteristische Eigenschaft die Bildung von Harn- 
siiurekrystallen mit Wasser ansieht; es wurde wohl in einigen 
Fallen eine Zusammensetzung der festen Phasen gefunden, 
welche auf mehr Harnséure, als mit den sauren Uraten korre- 
spondiert, schliefen lief, ohne daf indes Harnséure mikroskopisch 
zu erkennen war. Auch in den Versuchen, in denen von Quadri- 
urat ausgegangen wurde, das ich nach Roberts Angaben dar- 
stellte, hatte dieses nach einigem Schiitteln bald die Eigenschaft, 
mit Wasser sich zu zersetzen, verloren, auch wenn es mit der 
Losung, aus der es sich abgesetzt hatte, behandelt wurde. 

Aus allen genannten Arbeiten geht deutlich hervor, dai 
Priiparate mit den typischen Eigenschaften der Quadriurate 
keine stabilen Verbindungen sind. Besonders die Wasserzer- 
<etzlichkeit zeigen nur die aus mehr oder weniger heiben Lé- 
sungen beim Abkiihlen gebildeten Salze. 

Nun kann man die sogenannten Quadriurate deutlich kry- 
stallinisch erhalten: zwar sind die Krystalle leider sehr klein, 
aber unter Umstiinden sind sie anscheinend vollkommen ho- 
mogen. Dabei kann dann die Zusammensetzung stark wechseln. 

Ich habe beobachtet. daB die Acetatl6sung, die Quadri- 
urat abgesetzt hatte, bei liingerem Stehen wieder ein kleines 
Sediment fallen lief, aus deutlichen kleinen Nadeln bestehend, 
die nach dem Auswaschen sich gleichfalls mit Wasser zer- 
setzten. Die Zusammensetzung hatte sich aber nach der Seite 
des Monokaliumurats verschoben. Auch bei der Darstellung 
nach der Methode Tunnicliffes und Rosenheims konnten bei 
vorsichtiger Kiihlung krystallinische Produkte erhalten werden. 
Die Filtrate setzten auch hier bei weiterer Kiihlung Sedimente ab, 
welche sich mehr oder weniger der Zusammensetzung der Mono- 
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metallurate niéiherten. So gab eine Darstellung mit KHU und 
H,U zuerst eine Spur H,U mit vielem Quadriurat, das sich mit 
Wasser zersetzte. Das Filtrat gab weitere Bildung von deut- 
lichen, zu Konglomeraten vereinigten Nadeln, die sich auch mit 
Wasser zersetzten, ohne aber dabei charakteristische Harnsiiure- 
krystalle zu bilden. Statt dessen erschienen liingere Nadeln. 
Diese zersetzten sich nicht bei weiterem Wasserzusatz, wohl 
aber mit Siiure unter Bildung typischer Harnsiiurekrystalle. Die 
erste «Quadriurat»fraktion hatte folgende Zusammensetzung: 
0,2324 K-Atome auf 0,5019 H,U-Molekeln, die spiitere 0,450 
K-Atome auf 0,482 H,U-Molekeln. 

Das Auftreten von anscheinend homogenen Uraten so 
wechselnder Zusammensetzung, wie auch von Tunnicliffe und 
Rosenheim und Kohler gefunden wurde, legt nun den Ge- 
danken an das Bestehen von Mischkrystallen sehr nahe. Ich 
habe zurzeit die Untersuchung wegen Zeitmangels nicht 
weiter fortgefiihrt, aber es scheint mir doch, dafi fiir die 
weitere Bearbeitung des Uratproblems die Hypothese des Be- 
stehens von Mischkrystallen (oder festen L6sungen) niitzlich 
sein konnte. 

Freilich wird die Untersuchung auf jeden Fall sehr zeit- 
raubend und schwierig sein. Die Krystalle der Urate sind 
iiuberst klein und die krystallographische Bearbeitung  ent- 
sprechend schwer: dazu kommt die langsame Gleichgewichts- 
einstellung und die Gefahr der Zersetzung. 

Wollte man die Sache von dieser Seite anfassen, so miibte 
festgestellt werden, welche Krystallarten imstande sind, Stoff- 
menge isomorph aufzunehmen, es sei von Harnsiiure, es sei 
von Urat bei gewOhnlicher oder héherer Temperatur. Es kénnte 
dabei natiirlich sein, da nicht alle Modifikationen eines Urats 
sich dabei gleich verhalten, dai z. B. eine bei hoherer Tempe- 
ratur bestehende Modifikation besonders zur Bildung von Misch- 
krystallen neigte. Weiteres tiber die méglicherweise bestehen- 
den Mischungsreihen ist aber noch nicht bekannt. 

Die Hypothese scheint aber mit dem eigentlichen Verhalten 
der Quadriurate gut vereinbar. Nehmen wir an, dal} irgend eine 
Modifikation der Monometallurate, z. B. eine, die bei héherer 
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Temperatur sich bilden kann, zur isomorphen Aufnahme von 
Harnsiure befihigt ist, so kénnen bei sachgemiéber Kthlung 
derartige Mischungen bei gewOhnlicher Temperatur neben ihren 
Mutterlaugen eine Zeitlang bestehen. Sie sind bei dieser Tem- 
peratur aber nicht mit diesen in Gleichgewicht, noch weniger 
aber mit Wasser. Haben sie sich aus etwas sauren LOsungen 
gebildet, so da’ die Méglichkeit zur Bildung von relativ harn- 
siurereichen Krystallen vorhanden war, so kann es sein, dab 
mit Wasser schnelles «Zersetzen» unter Abgabe eines Teils der 
Harnsiiure stattfindet. Vielleicht wandelt sich dabei das Urat 
in die weniger zur Bildung von Mischkrystallen neigende Modi- 
fikation um. 

Bei Versuchen bei konstanter Temperatur k6nnen_ sich 
zwar Mischkrystalle bilden, aber nur solche, die mit der Lo- 
sung im Gleichgewicht sind. Sie sind es nicht mit Wasser, aber 
war die Temperatur die des Arbeitsraumes, so ist die Wahr- 
scheinlichkeit, daf eine so starke Gleichgewichtsverschiebung 
stattfindet, dai dabei Harnséure abgespalten wird, nicht grob. 
Tatsiéchlich wurde eine Wasserzersetzlichkeit nur in den Fiillen 
beobachtet, wo die Urate sich beim Abkiihlen abgesetzt hatten. 
Bei Abkiihlung von Lésungen von 37° auf Zimmertemperatur, 
oder besser auf 0° ist aber Bildung von wasserzersetzlichen 
«Quadriuraten» schon méglich, man denke nur an die Sedi- 
menta lateritia. 


Zusammenfassung. 


Es wurde betont, dab durch die bisherigen Untersuchungen 
der Beweis fiir die Nichtexistenz der Quadriurate nicht er- 
bracht ist. 

Es wurde darauf hingewiesen, daf das bisherige Tat- 
sachenmaterial den Gedanken an die Existenz von Mischkry- 
stallen (festen L6sungen) nahe legt. Nimmt man die Existenz 
von Mischkrystallen an, so kann man das Auftreten von Ver- 
bindungen mit den Eigenschaften der Quadriurate erkléren, auch 
ohne die Existenz von wahren chemischen Verbindungen, deren 
Zusammensetzung derjenigen der Quadriurate entspricht, an- 
nehmen zu miissen. 


Weitere Beitrage zur Kenntnis von methylierten Polypeptiden. 
Betain des Diglycyl-glycins. 
Von 


Emil Abderhalden und Karl] Kautzsch. 





(Aus dem physiologischen Institute der tierarztlichen Hochschule, Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 17. August 1911.) 


In der friiheren Mitteilung ist die Darstellung von Trimethyl- 
leucyl-glycin aus dl-Leucyl-glycin und Jodmethyl beschrieben 
worden. Wir haben die Versuche fortgesetzt und zunichst aus 
Chloracetylglycyl-glycin und Trimethylamin das Trimethyl-di- 
glycyl-glycin gleich Betain-glycyl-glycyl-glycin gewonnen: 

CH, - CO. NH- CH, - CO - NH: CH, - COOH 


| 
N—OH 


en f Pee 
CH, CH, CH, 
resp. CH, -CO-NH- CH,-CO-NH- CH,- CO 


— 





Von dieser Verbindung haben wir das Platinsalz und zur 
weiteren Identifizierung noch den Ester dargestellt. Wahrend 
bei den beschriebenen Betainen die Darstellung keine Schwierig- 
keiten bereitete, hatten wir bei einer ganzen Anzahl von Poly- 
peptiden unter den gleichen Bedingungen Miferfolge. So trat 
z. B. beim Versuche, Chloracetylalanin mit Trimethylamin zu 
methylieren, Spaltung ein; wenigstens erwies sich das isolierte 
methylierte Produkt als Betain. Ein ahnliches Resultat wurde 
bei einem Methylierungsversuch von Chloracetyl-l-tyrosin mittels 
Trimethylamins erhalten. 

Beim Versuche, Glycyl-glycin mit Methyljodid zu methy- 
lieren, erhielten wir gleichfalls Betain. 





1) Emil Abderhalden und Karl Kautzsch, Beitrag zur Kennt- 
nis methylierter Polypeptide. Diese Zeitschrift, Bd. 72, S. 44 [1911]. 
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Bei der Darstellung der Betaine aus Polypeptiden resp. 
den entsprechenden Halogenacylverbindungen und auch bei den 
Methylierungen von Aminosiiuren stieben wir insofern noch auf 
Schwierigkeiten, als die iber das Phosphorwolframat gereinigten 
Produkte sich oft noch als jodhaltig erwiesen. Da bei der Ver- 
aschung Kali zurtickblieb, so ist wohl anzunehmen, daf die 
schon von Kérner und Menozzi') beobachteten Jodkali-Addi- 
tionsverbindungen vorlagen. 

Wir haben die Darstellung methylierter Polypeptide unter- 
nommen, um festzustellen, wie sich diese bei der Hydrolyse 
mit Siuren verhalten. Zuniichst versuchten wir das Trimethyl- 
dl-leucyl-glycin durch zweistiindiges Kochen mit rauchender 
Salzsiure zu spalten. Bei der Aufarbeitung des Hydrolysates 
konnten wir einen groben Teil des angewandten Betains unver- 
iindert wiedergewinnen. Kin besseres Resultat erhielten wir, als 
wir das Betain des Diglycyl-glycins 15 Stunden mit rauchender 
Salzsiiure kochten. Die Spaltung war eine vollstiindige. Neben 
Glykokoll, das wir als Esterchlorhydrat abschieden, konnten wir 
das gewOhnliche Betain identifizieren. Dieser Befund ergibt die 
Moéglichkeit, betainartige Verbindungen bei der Hydrolyse von 
Kiweibkorpern aufzufinden. Nach den bisherigen Erfahrungen 
ist die Wahrscheinlichkeit, daB unter den Eiweifspaltungspro- 
dukten sich Betaine vorfinden, gering. 


Experimenteller Teil. 


Darstellung des Betains des Diglycyl-glycins aus Chlor- 
acetylglycyl-glycin und Trimethylamin; Isolierung als Platinsalz: 


2 





‘ie .N.CH,.CO-.NH.CH,-CO-NH. CH, - ") -H,PtCl,. 
0 : ote eae 


Nach unseren verschiedenartig angestellten Versuchen 
verfiihrt man zur Darstellung des Diglycyl-glycin-betains am 
besten, wie folgt: 

6 g Chloracetylglyeyl-glycin werden mit 60 ccm einer 


methylalkoholischen Trimethylaminlésung, die reichlich 2 g 


‘) Korner und Menozzi, Gazz. chim. ital., Bd. 13, S. 351. 
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Trimethylamin gelést enthalt (berechnet fiir 1 Mol. — 1,70 g), 
im Rohr 6 Stunden im Wasserbad erhitzt. Die Lésung wird, 
falls sie noch eine sehr geringfiigige Menge ungeldster Substanz 
enthalt nach dem Filtrieren auf dem Wasserbade eingeengt, 
wieder mit Methylalkohol bis ca. 30 cm verdiinnt und dann 
mit einer zehnprozentigen alkoholischen Platinchloridlisung, 
der einige Tropfen Salzsiure zugefiigt sind, versetzt. Es ent- 
steht hierauf zuniichst eine schmierige rotgelbe Fiillung, die 
jedoch, besonders beim Reiben und Kiihlen, bald krystallinisch 
erstarrt. Man saugt ab, wiischt mit Methylalkohol und trocknet 
bei ca. 110°. Man erhiilt so 10,95 g orangegelbe Krystalle 
des Betain-glycyl-glycyl-glycins = Platinsalzes, die gegen 170° 
schmelzen und sich bei etwas héherer Temperatur zersetzen. 
Die Ausbeute betriigt 84 bis 85°%/o der Theorie. 

Zur Reinigung wird das Produkt aus der 25fachen Menge 
80°%/oigen Alkohols umkrystallisiert, wobei nur ein sehr geringer 
Substanzverlust eintritt. Das im Exsikkator tiber konzentrierter 
Schwefelsiure zur Konstanz getrocknete Salz verlor beim 
Erhitzen auf 105° nicht mehr an Gewicht. 

I. 0,2866 g Substanz lieferten 0,0640 g Pt. 
II. 0,1948 g » > 0,0437 g Pt. 

Berechnet fiir (C,H,,0,N,),-H,PtCl, (Molgew. 872): 

22,37°/o Pt. 

Gefunden: I. 22,33°/o Pt.; II. 22,43°/o Pt. 

Das Platinsalz krystallisiert hiiufig in kompakten orange- 
farbigen Krystallen, die unter dem Mikroskop tafel- oder 
prismenartig erscheinen. Beim Erhitzen im Kapillarrohr fiirbt 
sich die Substanz von etwa 160° an deutlich rot; sie schmilzt 
gegen 180° (korr. 181°) mit Zersetzung, die besonders stark bei 
hodherem Erhitzen, bei 200°—210°, unter Schwarzfiirbung vor 
sich geht. — Beim Erhitzen auf ca. 150° tritt bereits deut- 
licher Amingeruch auf. 

Das Salz list sich nicht in Athyl-, in Methylalkohol und 
in Ather, dagegen spielend bereits in kaltem Wasser. 

Zerlegung des Platinsalzes: 

Das Platinsalz wird in ca. der 25fachen Menge Wasser ge- 
lost und in der Hitze mit Schwefelwasserstoff zerlegt. Proben 
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der bis auf etwa die Halfte auf dem Wasserbade eingeengten 
Loisung des Hydrochlorids des Diglycyl-glycin-betains ergaben 
mit absolutem Alkohol 
mit wasseriger Goldchloridlésung 
mit wisseriger Goldchloridlésung unter Zusatz 4 
von absolutem Alkohol ! 
mit konzentrierter wiisseriger Cadmiumchlorid- 
losung 
mit konzentrierter wisseriger Cadmiumchlorid- 
l6sung unter Zusatz von absol. Alkohol 
mit konzentrierter wisseriger Zinkkaliumchlo- 
ridlosung 
Platinsalz des Diglycyl-glycin-betainathylesters : 
CH, - CO. NH- CH, - CO. NH- CH, - COOC,H, Pic, 


keine Fallung. 





| 
( N—Cl 
CH,“ i CH, 


Zur Darstellung des erwiihnten Athylesters wird die wie 
oben beschrieben erhaltene Lésung des Diglycyl-glycin-betain- 
hydrochlorids auf dem Wasserbade, zuletzt unter Zusatz von 
absolutem Alkohol, eingedampft, der Riickstand in ca. der 
20fachen Menge absoluten Alkohols aufgenommen und mit 
trockenem Salzsiiuregas gesiattigt. Zur Abscheidung des Esters 
benutzte man das Platinsalz. Zu diesem Zwecke wird die 
Loésung mit einer konz. alkoholischen Platinchloridl6sung ver- 
setzt, worauf sich das Platinsalz des erwarteten Esters in Form 
feiner, hellorangegelber, glanzender Blattchen in sehr guter 
Ausbeute abscheidet. 

0,2056 g Substanz, bei ca. 120° getrocknet, lieferten 
0,0434 g Pt. 

Berechnet fiir (C, ,H,.N,0,Cl),PtCl, (Mol.-Gew. = 928): 21,01 °/o; 
Gefunden: Pt = 21,11 °%/o. 


Platinsalz des Diglycyl-glycin-betain-methylesters. 


CH, -CO-NH-CH,-CO-NH- CH, - COOCH,\ - PtC!, 
| 2 
N—Cl | 


CH, Gy CH, 
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Die Darstellung des Methylesters ging nach einem zuniichst 
ausgefiihrten Versuche, bei dem wir von der oben (S. 21) er- 
wahnten Léosung des Diglycyl-glycin-betain-hydrochlorids aus- 
gingen, nicht in der gewiinschten Weise vor sich. Wir dampften 
die Lésung ein, gaben Methylalkohol zu, siittigten mit trockenem 
Salzsiuregas (wobei starke Erwérmung stattfand), versetzten 
mit einer methylalkoholischen Platinchloridlé6sung und dann, 
da hierbei keine Abscheidung erfolgte, nachdem wir mit einer 
Kissalzmischung gekiihlt hatten, mit ca. dem 5fachen Volumen ab- 
soluten, trockenen Athers. Es entstand dabei zuniichst eine unan- 
sehnliche orangerote Fallung. Nach dem Abgiefen der Fliissig- 
keit, Waschen mit absol. Ather erstarrte das Produkt, besonders 
beim Kiihlen, krystallinisch. Zur Reinigung wurde aus viel Me- 
thylalkohol, in dem die Substanz auch in der Hitze nur schwer 
loslich war, umkrystallisiert. Das Salz krystallisierte in prismen- 
und tafelartigen, sechsseitigen Krystallen aus, die gegen 180° 
schmolzen und sich bei etwas hoherem Erhitzen stark zersetzen. 

Platinbestimmungen ergaben, dafi ein Produkt mit viel 
hdherem Platingehalt vorlag, als dem Platinsalz des zu erwar- 
tenden Methylesters zukommt. 

Dieser Befund |aBt darauf schlieBen, dali bereits eine 
hydrolytische Spaltung eingetreten war. Daf eine Zersetzung 
bereits beim starken Eindampfen der Diglycyl-glycin-betain- 
hydrochloridl6sung vor sich gegangen war, besagte auch der 
beim Eindampfen schlieflich auftretende stechend sauere Geruch. 
Die erhaltenen Platinwerte liegen zwischen denjenigen der 
Platinsalze des Glycyl-glycin-betain-methylesters und des ge- 
woOhnlichen Betain-methylesters. 

I. 0,2402 g Substanz, im Exsikkator tiber konz. Schwefel- 
sdure getrocknet, ergaben 0,0663 g Pt. 

II. 0,1706 g Substanz, bei 105° getrocknet, lieferten 
0,0469 g Pt. 

Berechnet fiir das Platinsalz des Methylesters des Betains des: 


Diglycyl-glycins, Glycyl-glycins, Glycins, 
(Molgew. = 900), (Molgew. 786), (Molgew. 672) 
21,67 °/o Pt. 24,81°/o Pt. 29,01 %/o Pt. 


Gefunden: I. 27,60°%/o Pt.; II. 27,50°/o Pt. 
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Kinen besseren Erfolg hatten wir zu verzeichnen, als 
wir fiir die Bereitung des Methylesters vom Platinsalz des 
Diglyeyl-glycin-betains ausgingen und in folgender Weise ver- 
fuhren: 0,8 g des Platinsalzes wurden in 40 ccm Methylalkohol 
aufgenommen, mit trockenem Salzsaiuregas gesidttigt, dann 
wurde die heife Loésung von einer Spur ungeléster Substanz 
filtriert und mit der zehnfachen Menge absol. Athers versetzt. 
Ks entstand dabei ein zuniichst etwas schmieriges Produkt, 
das jedoch bald fest wurde. Zur Reinigung kochte man es 
mit 100 cem Methylalkohol aus. 

Das ungelést gebliebene, orangefarbige Salz (0,5 g), das 
gegen 210° mit Zersetzung schmolz, gab wiederum einen noch 
etwas zu hohen Platinwert. 

|. 0.178% g Substanz, bei ca. 110° getrocknet, lieferten 
0.0409 ¢ Pt. 

II. 0,1860 g Substanz gaben 0,0426 ¢ Pt. 

Gefunden: [. 22,76%o; IL. 22,90°%o Pt. 

Kin giinstigeres Resultat lieferte das aus der methyl- 
alkoholischen LOsung auskrystallisierte Salz. 

0.0556 g Substanz gaben 0,0123 g Pt. 

Berechnet fiir (C,,H,)N,0,Cl),PtCl, (Mol.-Gew. = 900): 
21,67 °/o Pt. 

Gefunden: 22,10°/o Pt. 

Das Salz krystallisiert aus Methylalkohol in schénen zarten, 
gelben Niidelchen, die bei 213—214° (korr. 215,5—216,5°) mit 
starker Zersetzung schmelzen. Es lést sich leicht in Wasser, 
schwer dagegen in Methylalkohol und garnicht in Ather. 

Zur weiteren Identifizierung versuchten wir noch das 
Goldsalz des Diglyeyl-glycin-betains darzustellen. Beim Ein- 
dampfen der wiisserigen Diglycyl-glycin-betain-hydrochlorid- 
losung trat wiederum Zersetzung (salzsaurer Geruch!) ein 
und das schlieBlich anf Zusatz von wisseriger Goldchlorid- 
lo6sung abgeschiedene Goldsalz ergab nach dem Umkrystalli- 
sieren aus heifem Wasser, worin es leicht loslich war, und 
woraus es sich in meist undeutlich begrenzten, plattenartigen 
Krystallen abschied, einen viel hdheren Goldwert, als dem 
erwarteten Diglycyl-glycin-betain-Goldsalz entspricht. 
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Hydrolyse des Diglycyl-glycin-betains mittels konzentrierter 
Salzsaure. 

1 g Diglycyl-glycin-betain-Platinsalz wurde in 20 ccm 
heifen Wassers gelOst, mit Schwefelwasserstoff zerlegt und 
das Filtrat zur Vertreibung des Schwefelwasserstoffes auf 
dem Wasserbade etwas eingeengt. 

Die auf 50 ccm verdtinnte Losung (enthaltend 0,5 g 
Diglycyl-glycin-betain) wurde mit gasformiger Salzsiiure § ge- 
sittigt und 15 Stunden lang am Riickflufbkiihler gekocht. Dann 
wurde kurze Zeit mit Tierkohle erhitzt und das [iltrat auf 
3 ccm eingeengt, wonach bereits 





dem Wasserbade bis auf 2 
eine geringe weile Krystallabscheidung stattfand. Man ver- 
setzte zur weiteren Abscheidung mit absolutem Alkohol, 
kiihlte, saugte ab, wusch mit Alkohol aus und trocknete bei 
ca. 110°. Das in einer Menge von 0,21 g isolierte Produkt 
erwies sich nach seinen Eigenschaften (Léslichkeiten und 
Schmelzpunkt) als betain-Hydrochlorid. Es schmolz bei 244 245° 
(korr. 249/250°) mit Zersetzung und zeigte somit den gleichen 
Schmelzpunkt, den uns das Hydrochlorid eines reinen Betain- 
praparates ergab. 

Zur Abscheidung der noch in Lésung verbliebenen kleinen 
Menge salzsauren Betains benutzten wir das Goldsalz. Zu 
diesem Zwecke dunsteten wir das Filtrat der 0,21 g ein, 
losten den Riickstand in wenig Wasser und versetzten mit 
einer 20°/oigen wiisserigen Goldchloridlésung, worauf sich gelbe 
Krystalle abschieden. Es wurde abgesaugt, mit Wasser ge- 
waschen und bei ca. 110° getrocknet. Die Menge des er- 
haltenen Goldsalzes, das durch Schmelzpunkt, Krystallform und 
Loéslichkeiten als Betain-Goldsalz erkannt wurde, betrug reich- 
lich 0,15 g. Zur vollig einwandfreien Identifizierung zerlegten 
wir noch das Goldsalz mit Schwefelwasserstoff und schieden 
durch Konzentrieren der L6sung und Versetzen mit absolutem 
Alkohol das reine salzsaure Betain ab, von dessen Heinheit 
wir uns durch den Schmelzpunkt desselben und durch den 
Schmelzpunkt einer Mischprobe mit reinem Betain-Chlorhydrat 
iberzeugen konnten. — Auf Betain-Hydrochlorid berechnet, 
betrug die erhaltene, gesamte Menge 0,29—0,3 g, welche der 
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zu erwartenden Menge entspricht; denn nach der Theorie liefern 
0,5 g Diglycyl-glycin-betain bei vollstandiger Spaltung 0,31 g Be- 
tain-Hydrochlorid. Aus dem Filtrat des Goldsalzes konnte noch 
eine geringfiigige Menge schoner orangegelber Nadeln des Betain- 
Chloraurates abgeschieden werden, das den von Emil Fischer 
fiir das reine Aurat angegebenen Schmelzpunkt zeigte. Es 
schmolz bei 235—236° (korr. 239/240°) mit Zersetzung.') 

Das Filtrat wurde dann in der Hitze mit Schwefelwasser- 
stoff behandelt, die goldfreie L6sung auf dem Wasserbade zur 
Trockene verdampft, der Riickstand mit absolutem Alkohol 
iibergossen und die Fliissigkeit mit trockenem Salzséuregas 
gesiittigt, worauf sich, besonders nach dem Kiihlen, das er- 
wartete Glykokollester-Chlorhydrat in voluminésen, farblosen 
Nadeln abschied. 


Spaltungsversuch von Trimethyl-dl-leucyl-glycin. 


Das verwandte ‘Trimethyl-dl-leucyl-glycin wurde aus 
Leucyl-glycin in der friiher beschriebenen Weise?) unter por- 
tionsweisem Zusatz von reichlich 3 Mol. Jodmethyl und methyl- 
alkoholischer Kalilauge bei Zimmertemperatur dargestellt. 

Das Reaktionsprodukt wurde diesmal tiber das Phosphor- 
wolframat und Pikrat gereinigt. Zur geniigenden Fallung waren 
ca. 300 ccm 10°/oiger Phosphorwolframséurelésung erforderlich. 
Nach Zersetzen des Phosphorwolframates mit Barythydrat, 
Neutralisieren der LOsung mit verdiinnter Schwefelséiure wurde 
die Fliissigkeit bis auf etwa 20 ccm eingeengt und zur Dar- 
stellung des Pikrates mit einer alkoholischen Pikrinséureldsung 
versetzt. Die erhaltenen gelben Krystalle wurden abgesaugt, mit 
Alkohol gewaschen und bei 120° getrocknet. Die Ausbeute be- 
trug 3g. Das Pikrat zersetzte sich gegen 240° unter Auf- 
schiiumen und Braunfarbung. 

Zerlegung des Pikrates. 

2,8g Trimethyl-dl-leucyl-glycin-pikrat wurden in ca. 50 ccm 
verdiinnter Salzsiiure aufgenommen und erschdépfend, drei- bis 

| 1) Emil Fischer, Berichte d. deutsch. chem. Gesellschaft Bd. 27, 
S. 167 [1894]. 


s) Lc. 
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viermal, mit Ather ausgeschiittelt. Der dtherische Anteil hinter- 
lie} nach dem Verdampfen 1,4g Pikrinsiiure. 

Berechnet fiir 2,8 g C,,H,,O;N, - C,H,O,N, C,H,O,N, : 1,4 g. 
Gefunden: 1,4 g. 


Spaltungsversuch mit konz. Salzsaure: 

Der ausgeiitherte, wiisserige Anteil der zerlegten Pikrat- 
l6sung wurde mit Salzsiuregas gesiittigt und 2 Stunden am 
Riickflubkiihler gekocht. 

Proben der LOsung gaben mit PtCl,-Losung orangegelbe 
Krystalle, mit AuCl,-Loésung dagegen keine Fiillung. 

Die etwas gelb gefarbte Fliissigkeit wurde nun mit Tier- 
kohle aufgekocht und mit wisseriger Platinchloridlésung versetzt. 
Das erhaltene orangegelbe Platinsalz wurde abgesaugt, gut mit 
Wasser und Alkohol gewaschen und bei 120° getrocknet. 
Ausbeute ca. 1 g. 

Zur KReinigung stellten wir das Goldsalz dar. Zu diesem 
Zwecke wurden 0,6 g Platinchloridsalz in 50 ccm heifen Wassers 
gelést und in der Hitze mit Schwefelwasserstoffgas gesiittigt. 
Das farblose Filtrat wurde auf dem Wasserbade bis ca, 20 ccm 
eingeengt und dann mit einer konz. wésserigen Goldchloridlésung 
und einigen Tropfen Salzsaure versetzt. Da dabei keine Fillung 
entstand, wurde noch bis 5 ccm eingedampft, worauf sich 
dlige Tropfen abschieden, die durch Reiben in einen gelben 
Krystallbrei tibergefiihrt werden konnten, der abgesaugt, mit 
Wasser gewaschen und bei ca. 120° getrocknet wurde. Aus- 
beute 0,4 g. Das Produkt bestand aus dem Aurat des unver- 
iindert gebliebenen Trimethyl-dl-leucyl-glycins. 

0,1948 g Substanz lieferten 0,0672 g Au. 

Berechnet fiir C,,H,,0,N, - AuCl,H: Au = 34,569/o 

Gefunden: 34,50 °/o. 

Das Aurat erzeugt beim Erhitzen stark beifende Diampfe. 
Es ist unschwer ldslich in Wasser und in Alkohol. 


Chloracetylalanin und Trimethylamin. 
1 g Chloracetylalanin wurde mit 12 ccm methylalkoho- 


lischer Trimethylaminlésung (anstatt der berechneten Menge 
von 9 ecem = 0,36 g) im zugeschmolzenen Rohre 5 Stunden 
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lang im Wasserbade erhitzt. Die filtrierte L6sung wurde auf dem 
Wasserbade eingedunstet, der Riickstand in 25 ecm Methyl- 
alkohol aufgenommen, mit einigen Tropfen Salzsiiture und mit 
einer konzentrierten alkoholischen Platinchloridl6sung versetzt, 
wobei ein hell orangegelb gefiirbtes krystallinisches Platinsalz 
gefiillt wurde. Es wurde abgesaugt, mit Methylalkohol gewaschen 
und bei 120° getrocknet. Ausbeute ca. 0,7 g. 

Kine Platinbestimmung gab einen auf das Platinchlorid- 
salz des ‘Trimethylaminchlorhydrates stimmenden Wert. 

0.3128 ¢ Substanz lieferten 0.1158 g Pt. 

Berechnet fiir [N(CH,), » HCI], « PtCl,: Pt = 36,93%o. 

Gefunden: 37,02 °/o. 

Das orangefarbene Produkt erwies sich auch nach seinem 
Schmelzpunkt (ca. 243° mit Zersetzung) als das Platinsalz des 
Trimethyamins. Zur weiteren Identifizierung stellten wir aus 
dem Platinsalz durch Zerlegen der wisserigen LOsung mit 
Schwefelwasserstolf, Versetzen des Filtrates vom Platinsulfid 
mit einer wiisserigen Goldchloridl6sung das Aurat dar. Es léste 
sich nur sehr schwer in Wasser, dagegen leicht in absolutem Al- 
kohol und zersetzte sich gegen 250°. Es stimmt in diesen Eigen- 
schaften mit denjenigen des Trimethylamin-aurates iiberein. 


Methylierungsversuch von Glycyl-glycin mittels 
Jodmethyls. 

3 g Glycinanhydrid werden in n-Kalilauge (= 1 Mol.) auf- 
genommen und zur Aufspaltung 20 Minuten bei gewohnlicher 
Temperatur stehen gelassen. Dann wurde das doppelte Volu- 
men Methylalkohol zugefiigt und portionsweise mit kleinen 
Mengen Jodmethyl (insgesamt iiber 3 Mol.) und 10 °/o iger 
methylalkoholischer Kalilauge versetzt. Man lief zuniichst bei 
gewohnlicher Temperatur stehen. Nach 14 Stunden brachte man 
die Fiiissigkeit in den Brutschrank, methylierte in der ange- 
gebenen Weise weiter unter Beachtung, dai die Reaktion zu- 
niichst nur schwach alkalisch oder schwach sauer blieb. Nach 
7 Stunden setzte man noch etwas methylalkoholische Kalilauge 
zu und lief bei deutlich alkalischer Reaktion noch 1 Stunde 
stehen. Dann wurde neutralisiert und die Lésung mit Wasser 
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verdiinnt. Zur Entfernung des Jods wurde mit reichlich der 
berechneten Menge frisch gefiillten Silberehlorids geschiittelt. 
Das Filtrat dampften wir im Vakuum ein, kochten den Riick- 
stand wiederholt mit Alkohol aus, engten den alkoholischen 
Extrakt ein, nahmen in ca. 400 cem Wasser auf, fiillten mit 
einer 10 °/o igen Phosphorwolframsiiurel6sung einen weiben, 
krystallinischen Niederschlag, der gut ausgewaschen und aus 
ca. 300 ecm Wasser unter Zusatz von wenig Alkohol umkrystal- 
lisiert wurde. Das Phosphorwolframat léste sich leicht in Al- 
kohol. Es krystallisierte aus Wasser, nachdem es sich zunichst 
milchig ausgeschieden hatte, in schénen, seidengliinzenden Na- 
deln. Das phosphorwolframsaure Salz wurde in iiblicher Weise 
mit Barythydrat zerlegt und die L6sung quantitativ von tiber- 
schtissigem Baryt befreit. Die L6sung verdampften wir unter 
stark vermindertem Druck, kochten den Riickstand mit viel Al- 
kohol aus und versetzten nun am besten (nach verschiedenen Ver- 
suchen) mit einigen Tropfen Salzséure und einer konzentrierten 
wiisserigen Platinchloridl6sung, wobei sich orangegelbe Krystalle 
abschieden. lhre Menge betrug, nach dem Trocknen bei 120°, 
ea. 2,5 g. Die Platinbestimmung wies auf das Betain-Platinat. 
0.3001 g Substanz, bei 120° getrocknet, lieferten 0,0907 g Pt. 
Berechnet fiir (C,H,,O,N), - H,PtCl, (Molgew. 644) 30,28 %o Pt. 
Gefunden = 30,22 °/o Pt. 
Anmerkung: Als Beispiel dafiir, dafi wir bei verschiedenen 
Versuchen, Aminosiiuren und Polypeptide zu methylieren, kali- 
haltige Priiparate!) erhalten haben, wollen wir hier noch den 
Methylierungsversuch von Glycyl-l-tyrosin mittels Jodmethyls 
und methylalkoholischer Kalilauge erwihnen. Das tiber das 
schwer lésliche Phosphorwolframat gereinigte Produkt ergab 
schlieBlich, als wir es als Pikrat aus seiner wiisserigen LOsung 
abscheiden wollten, das schwer losliche pikrinsaure Kaliumsalz : 
0,2059 g Substanz gaben 0,2050 g CO, und 0,0188 g H,0. 
0.1552 g Substanz lieferten bei 18° und 756 mm Druck 
20,6 cem N. 
Berechnet fiir C,H,N,0,K: 26,97 9/0 C, 0,75 °/0 H, 15,73°/0N. 
Gefunden: 27,15 °/o C, 1,01 9/0 H, 15,50 °/0 N. 


') Vgl. hierzu die Eimleitung 5S. 20. 











Studien Gber das Fettspaltungsvermogen des Blutes und Serums 
des Hundes unter verschiedenen Bedingungen. 
Von 
Emil Abderhalden und Peter Rona. 


Mit 18 Kurvenzeichnungen im Text. 





(Aus dem physiologischen Institute der tierarztlichen Hochschule, Berlin und dem bio- 
chemischen Laboratorium des stadtischen Krankenhauses am Urban, Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 17. August 1911.) 


Durch eine Reihe von Arbeiten!) ist festgestellt worden, 
daB nach parenteraler Zufuhr von Eiwei8 und von hochmole- 
kularen Peptonen im Plasma des Blutes Fermente nachweisbar 
sind, die Eiweif und Peptone abbauen. Spritzt man subcutan 
oder intravenés Rohrzucker, dann tritt im Plasma Invertin auf. 
Auf Zufuhr von Stiirke erhalt man vermehrte Diastase im Blut. 
Das gleiche Resultat ergibt sich, wenn man die genannten Stoffe 
vom Darmkanal aus durch Uberfiitterung in den Kreislauf bringt. 
Der Organismus reagiert auf die Zufuhr der fremdartigen Stoffe 
mit der Mobilmachung von Fermenten, die imstande sind, die 
kérperfremden Stoffe durch Abbau ihrer Eigenart zu entkleiden. 
Das Auftreten der Fermente wurde zunichst mit Hilfe der 
optischen Methode verfolgt. Die Ergebnisse lieBen sich ferner 
durch chemische Methoden festigen (Dialyseversuch, Nachweis 
der Inversion mit Hilfe der Reduktionsproben). 

Es interessierte uns nun, festzustellen, ob nach Zufuhr 
von artfremdem Fett Blut und Serum ein vermehrtes Spal- 
tungsvermogen fiir Fette aufweisen. Die Hauptschwierigkeit be- 
stand in der Verfolgung der Fettspaltung. Ein Versuch, durch 
Titration eine Anderung der Fettspaltung nach subcutaner Zufuhr 


') Vgl. die zahlreichen von Emil Abderhalden und seinen Mit- 
arbeitern in dieser Zeitschrift mitgeteilten Arbeiten. 
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von Fett nachzuweisen, hatte kein eindeutiges Ergebnis.) Erst 
die Einfiihrung der von Rona und Michaelis?) ausgearbeiteten 
Methode zur Verfolgung der Fettspaltung —- die Methode be- 
ruht auf der Anderung der Oberflichenspannung nach erfolgter 
Spaltung, Bestimmung der Tropfenzahl — ermdglichte es, die 
gegebene Fragestellung einwandfrei zu lésen. Die subcutane 
Zufuhr des Fettes erwies sich nicht als zweckmiibig. Das Fett 
wird offenbar in den Geweben erst gespalten und dann resorbiert. 
Es gelingt nun leicht, artfremdes Fett in den Kreislauf zu 
bringen, wenn man grobe Mengen davon verfiittert. Wie schon 
Munk gezeigt hat, wird dann derartiges Fett im Fettgewebe 
deponiert. 

Unsere Versuchsanordnung ergibt sich ohne weiteres aus 
unserer Fragestellung. Wir entnahmen zuniichst normal ge- 
fiitterten Hunden Blut (Versuchsserie I, Kurve 1). Im blut und 
Serum wurde das Fettspaltungsvermégen festgestellt. Die Hunde 
hungerten nun 8 Tage. Es wurde wieder Blut entnommen. 
Wieder bestimmten wir das Vermégen, Fett zu spalten (Kurve 2). 
Nun erhielt ein Hund in groBen Mengen Riib6l und ein anderer 
Hammeltalg. Die Fiitterung wurde eine Woche fortgesetzt. Nun 
folgte wieder eine Bestimmung des Fettspaltungsvermégens 
(Kurve 3). Jetzt lieBen wir die Hunde 8 Tage hungern (Kurve 4). 
Nach Versuchen, die noch nicht verdffentlicht sind, wird beim 
Hungern das deponierte artfremde Fett bald angegriffen. Es 
war nun von grofiem Interesse, mit Hilfe der von uns ange- 
wandten Methode zu entscheiden, ob aus den Depots artfremdes 
Fett in das Blut iibergeht, oder aber, ob dieses vorher ge- 
spalten wird. Auf Grund anderer Versuche sind wir zu der 
Anschauung gekommen, daB das artfremde Fett, bevor es in 
den Kreislauf tibergeht, in seine Komponenten zerlegt wird. 
Unsere Versuche bestiitigen diese Ansicht, denn es lief sich 


') Vel. hierzu Emil Abderhalden und Georg Kapfberger, 
Serologische Studien mit Hilfe der optischen Methode, XI. Mitteil., Diese 
Zeitschrift, Bd. 69, S. 23, 1910. 

2) Peter Rona und Leonor Michaelis, Uber Ester- und Fett- 
spaltung im Blute und im Serum, Biochemische Zeitschrift, Bd. 31, 
S. 345, 1911. 
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jetzt keine gesteigerte Fettspaltung nachweisen, wiihrend das 
der Fall war, als fiir das artfremde Fett der Eintritt in die 
Blutbahn vom Darm aus erzwungen wurde. Es ist somit das 
fremdartige Fett wohl zu den Geweben hintransportiert, nicht 
aber von diesen unveriindert an das Blut zurtiickgegeben worden. 

Bei einer weiteren Versuchsserie gaben wir Hunden, die 
8 Tage gehungert hatten, Fleisch, dem wir 3d g Ribol resp. 
Hammeltalg zufiigten. In anderen Versuchen hat der eine von 
uns festgestellt, dali bei Zugabe so geringer Mengen der ge- 
nannten Fette diese sich nicht im Blute und den Fettdepots 
nachweisen lassen. Das Fett wird vor der Resorption gespalten 
und offenbar schon in der Darmwand in bestimmter, nicht mehr 
kOrperfremd wirkender Weise aufgebaut. Unsere Resultate 
stiitzen die mit chemischen Methoden erhaltenen Befunde. Das 
Fettspaltungsvermégen war nicht gesteigert. Nun lieben wir 
die Hunde hungern und gaben ihnen mit der Schlundsonde 
wiihrend 8 Tagen tiiglich je 100 g Riibol. Blut und Serum zeigen 
ein stark gesteigertes Fettspaltungsvermégen (vgl. Kurve 2). 

Kine dritte Versuchsserie wurde in folgender Weise durch- 
gefiihnrt. Hunde, deren Blut und Serum auf das Fettspaltungs- 
vermOgen gepriift waren, erhielten je 100 g Riib6é! per os. Nach 
12 Stunden wurden nochmals 50 g gegeben. 20 Stunden nach 
der ersten Fiitterung wurde Blut entnommen. Wie Kurve 2 
zeigt, war das Fettspaltungsvermogen bereits stark gesteigert. 
Bemerkt sei noch, dafi nach mehreren Beobachtungen das Fett- 
spaltungsvermogen von Blut und Serum nach langdauerndem 
Hungern gesteigert ist (vgl. Versuch 3 und 4 in Serie Ill). Ferner 
sei noch hervorgehoben, dafh die Steigerung des Fettspaltungs- 
vermégens des Blutes ohne Zweifel auf das Plasma zuriick- 
zuftihren ist. 

Das Fettspaltungsvermégen wurde mit Hilfe von Tribu- 
tyrin festgestellt. Die Spaltung dieses Glycerids durch die ent- 
sprechenden Blut- resp. Serumproben erfolgte in allen Versuchen 
bei 25°. Es wurden zu je 50 ccm Esterlésung 0,5 ccm Blut 
resp. 1,0 cem Serum hinzugefiigt, aufBerdem zu jeder Probe 
1 cem einer Phosphatlésung, die aus 1 Teil !'3 normal primaérem 
Phosphat und 2 Teilen !/3 normal sekundiirem Phosphat her- 
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gestellt wurde. Dadurch war es mdglich, den ganzen Verlauf 
der Fermentspaltung bei einer konstant gehaltenen H-Konzen- 
tration von ca. 1 - 10~7 zu beobachten.!) Die Abszissen stellen 
die Zeiten in Minuten, die Ordinaten die Mengen Tributyrin 
in Prozenten der gesattigten Lésung dar. 

Unsere Versuche zeigen, daB nach dem Ubergang 
von artfremdem Blut in die Blutbahn das Fettspal- 
tungsvermégen des Blutes und ganz besonders des 
Serums stark ansteigt. Wir haben somit fiir das Fett genau 
den gleichen Befund erhoben wie fiir Kohlenhydrate und Pro- 
teine.?) Es gilt das allgemeine Gesetz, dafi der Organismus, 
wenn ihm artfremde Stoffe einverleibt werden, diesen durch 
Abbau ihre spezifische Struktur zu nehmen bestrebt ist. 


Versuchsserie I. 


Versuch 1. 
, Hund 0 Blut. (0 $cecm) Hand 0 Serum. (10 ccm) 
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') Vgl. hierzu be Pips Uber Esterspaltung in den Geweben, 
Biochem. Zeitschrift, , S. 482 und Bd. 33, 8. 413 (1911). 

*) Anmer id id die Nucleinsduren und die Phosphatide 
haben Vorversuche bis jetzt das gleiche Resultat ergeben. Ich werde 
iiber die Versuche demnichst berichten. Emil Abderhalden. 
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34+ Emil Abderhalden und Peter Rona, 


Versuch 2. 


Hund 1 Blat (05cm) Hund 1 Serum. (10 ccm) 
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Versuchsserie II. 


Versuch 1. 
Hund 3 Blut (05 ccm) Hund 3 Serum (10ccm) 
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Versuch 2. 
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Versuch 3. 
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Versuchasserie III. 


Versuch 1. 
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Versuch 3. 
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Darstellung von Jodfettsaureverbindungen. 
Verhalten einiger derselben im tierischen Organismus. 


Von 


Emil Abderhalden und Paul Hirsch. 


(Aus dem physiologischen Institut der tierarztlichen Hochschule, Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 17. August 1911.) 


Den folgenden Untersuchungen lagen zwei Fragestellungen 
zugrunde. Einmal interessierte es uns, festzustellen, wie Jod- 
fettsdure-Aminosiiureverbindungen sich im tierischen Organismus 
verhalten, und zwar priiften wir speziell die Ausscheidung des 
Jods. In anderen Versuchsreihen verglichen wir das Verhalten 
der freien Siiure mit demjenigen des Esters. Auch hier hielten 
wir uns an die Ausscheidung des Jods im Harn. 

Wir haben folgende Verbindungen dargestellt: Jodacety|- 
glyecin, dl-a-Jodpropionyl-glycin (dl-a-Jodpropionyl-gly- 
cinithylester), dl-a-Jodpropionyl-dl-alanin, dl-a-Jod- 
propionyl-dl-alaninithylester, ferner Dijodelaidyl- 
glycin, Dijodelaidyl-glyciniithylester, Dijodelaidyl- 
dl-alanin, Dijodelaidyl-dijodtyrosin, Jodbehenylglycin. 

Ferner stand uns das sogenannte Lipojodin — Dijodbras- 
sidinsiiuredthylester —— zur Verfiigung. Es war uns von 
der Gesellschaft fiir chemische Industrie Basel in dankens- 
werter Weise tiberlassen worden. 

Im folgenden sei zuniichst tiber die dargestellten Ver- 
bindungen berichtet. 


Jodacetyl-glycin. 
CH,JCO - NH. CH, - COOH 
Zu einer L6sung von 7,5 g Glykokoll in 100 ccm n-Na- 
tronlauge wurden unter Eiskiihlung abwechselnd 20,4 g Jod- 
acetylchlorid und 100 cem n-Natronlauge in 5 Portionen ge- 
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geben. Nach Ansiiuern mit 5fach Normal-Salzsiiure wurde zur 
Trockene verdampft und der Riickstand im Soxhlet-Apparat 
mit Essigiither extrahiert. 

Das nach Verdampfen des Essigiithers zuriickbleibende 
Jodacetylglycin wurde aus Essigiither umkrystallisiert. 

Das Jodacetylglycin ist in absolutem Alkohol, verdiinntem 
Alkohol und Aceton sehr leicht lislich. In Ather, Essigiither 
und Wasser ist es leicht léslich, in Chloroform und Benzol 
schwer loéslich, in Petrolither unléslich. 

Das Jodaetylglycin sintert beim Erhitzen im Kapillarrohr 
bei 130°. Bei 160° ist es klar geschmolzen, nachdem es bei 
142° zu schmelzen beginnt. Bei 165° zersetzt es sich unter 
Jodabgabe. 

Zur Analyse wurde tiber Phosphorpentoxyd getrocknet. 

0,1841 g Substanz gaben 0,1345 g CO, und 0,0422 g H,0. 

0,2054 g Substanz gaben 0,1978 g AgJ. 

Q,4524 g Substanz nach Kjeldahl verbrannt verbrauchen 
19,5 cem !/10-n-H,SO,. 

C,H,O,NJ. Ber. C: 19,75°/o; H: 2,48°%/o0; J: 52,24°/o; N: 5,76%%o; 
(243,02) Gef. C: 19,93°/0; H: 2,56°o; J: 52,01°/0; N: 6,03° 0. 


t 
ve 


dl-a-Jodpropionyl-glycin 
CH, - CH- J- CO. NH - CH, - COOH 


7,9 g Glykokoll geldst in 100 cem Normal-Natronlauge 
wurden in der iiblichen Weise mit 21,4 g a-Jodpropionylchlorid 
und 100 ccm Normal-Natronlauge gekuppelt. Nach Anséuern 
mit 20 cem °/1 Normal-Salzsiure wurde im Vakuum eingeengt. 

Das sich beim Einengen abscheidende krystallinische 
Produkt wurde abgesaugt und im Vakuumexsikkator iiber Phos- 
phorpentoxyd getrocknet. 

Das Jodpropionyl-glycin sintert und beginnt zu schmelzen 
bei 60°, ist bei 80° geschmolzen und zersetzt sich bei 135° 
unter Jodabgabe. Es ist in Alkohol ldéslich, in verdiinntem 
Alkohol leicht léslich, in Ather schwer lislich, in Petrolither 
unléslich, in Essigiither und Aceton ziemlich leicht léslich, in 
Benzol sehr schwer ldéslich, in Chloroform schwer loéslich. In 
Wasser ist es sehr leicht ldslich. 
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Zur Analyse wurde tiber Phosphorpentoxyd getrocknet. 
0,1671 g Substanz gaben 0,1471 g CO, und 0,0446 g H,0. 
0,1818 g Substanz gaben 0,1674 g AgJ. 

0,3098 g Substanz nach Kjeldahl! verbrannt verbrauchten 
12,2 ecm #/10-n-H,SO, 

C.H,NO,J. Ber. C: 23,30°/o; H: 3,13°/o; J: 49,40°/0; N: 5,05°/0; 
257,04) Gef. C: 24,01°/o; H: 2,99%o; J: 49,78°/0; N: 5,51/o. 

Wir haben auch den Athylester, CH, - CHJ - CO - NH - CH, - COOC,H,, 
wie folgt, dargestellt: 

Zu einer Lisung von 25,8 g Glykokollester in 80 ccm Chloroform 
wurden unter Eiskiihlung in 5 Portionen 21,5 g a-Jodpropionylchlorid ge- 
geben. Bei der Zugabe der letzten Portion schied sich Glykokollesterchlor- 
hydrat ab. Nach Stehen iiber Nacht im Eisschranke wurde das Glykokollester- 
chlorhydrat abgesaugt. Die Mutterlauge wurde im Vakuum zur Trockene ver- 
dampft, der Riickstand in Ather aufgenommen und mit Petrolather gefillt. 
Der a-Jodpropionyl-glycinester wurde abgesaugt und getrocknet. 

Zur Reinigung wurde der Ester zweimal von neuem in Ather ge- 
list und mit Petrolither gefallt. Von dem jedesmaligen kleinen unlislichen 
Riickstand wurde abfiltriert. Beim Reiben der mit Petrolather versetzten 
Atherliésung schied sich der Ester in kleinen Nadelchen ab. Die Sub- 
stanz sintert bei 45°, sie ist bei 60° geschmolzen und gibt bei 225° Jod ab. 

In den gebriuchlichsten organischen Lésungsmitteln ist der Ester 
sehr leicht léslich, nur in Petrolather ist er unléslich. In Wasser ist er 
sehr leicht léslich. 

Zur Analyse wurde tiber Phosphorpentoxyd getrocknet: 

0,2724 g Substanz nach Kjeldahl verbrannt verbrauchten 10,3 ccm 
‘/ro-n-H,SO, 

C;H,,0,NJ Ber. N: 4,92°%o; N: 5,29 %o. 

Die Werte fiir C und J ergaben kein genaues Resultat. Der Kohlen- 
stoffgehalt war um 1 °%/o zu niedrig und der Jodgehalt um ca, 2°/o zu hoch. 
Offenbar war der Ester zum Teil verseift. 


dl-a-Jodpropionyl-dl-alanin. 
CH,-CH- J-CO-NH- CH. (CH,) - COOH. 

8,9g Alanin gelést in 100ccm Normal-Natronlauge wurden 
mit 21,5 g a-Jodpropionylchlorid in tiblicher Weise gekuppelt. 
Nach Anséuern mit 20 ecm 5/1-Normal-Salzsaéure schied sich 
das a-Jodpropionyl-alanin als krystallinisches Produkt aus. 

Das abgeschiedene Produkt wurde abgesaugt und aus 
Wasser umkrystallisiert, es krystallisiert in kleinen Nadelchen. 

Beim Erhitzen im Kapillarrohr sintert das a-Jodpropionyl- 
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alanin bei 155°, es beginnt zu schmelzen unter Braunfiirbung 
bei 180°, ist bei 190° geschmolzen und zersetzt sich unter 
Jodabgabe bei 194°. 

Es ist in Alkohol, absolutem sowie verdiinntem, ziemlich 
leicht léslich, ebenso in Aceton, in Ather, Benzol und Chloro- 
form ist es schwer loslich, in Essigiither ist es ldslich, in 
Wasser ziemlich schwer léslich, in Petroléther unléslich. 

Zur Analyse wurde tber Phosphorpentoxyd getrocknet. 

0,1604 g Substanz gaben 0,1589 g CO, und 0,0500 g H,O. 

0,1972 g Substanz gaben 0,1697 g AgJ. 

0,2802 g Substanz nach Kjeldahl verbrannt verbrauchten 
11,2 ccm #110-n-H,SO,. 

C,H,.O,NJ. Ber. C: 26,57°/0; H: 3,680; J: 46,87°/0; N: 5,18 %. 
(271,05) Gef. C: 27,02°/0; H: 3,490; J: 46,52 °/0; N: 5,60°/o. 
dl-a-Jodpropionyl-dl-alaninathylester. 
CH, - CH- J - CONH . CH - (CH,)COO - C,H,. 

11 g a-Jodpropionylchlorid wurden in tblicher Weise 
mit 13 g Alaninester gelost in 40 cem Chloroform gekuppelt. 
Das Reaktionsprodukt wurde unter vermindertem Druck ein- 
gedampft, der Riickstand dreimal mit Petrolither eingedampft. 

Der Riickstand wurde 6 mal mit je 100 ccm Ather aus- 
geschiittelt. Der Ather wurde abdestilliert und der Riickstand 
mit Petroliither tibergossen. Beim Stehen im Eisschrank schied 
sich der a-Jodpropionyl-alaninester in gelben Niidelchen ab, 
die abgesaugt und getrocknet wurden. 

Sie sind in den itiblichen organischen Lésungsmitteln mit 
Ausnahme des Petroliithers sehr leicht léslich. In Petroliéther 
sind sie unldslich. Beim Erhitzen im Kapillarrohr sintern sie 
bei 50°, sie beginnen zu schmelzen bei 52°, sind bei 60° ge- 
schmolzen und zersetzen sich unter Jodabgabe bei 234°. 

Zur Analyse wurde tiber Phosphorpentoxyd getrocknet. 

0,1931 g Substanz gaben 0,2290 g CO, und 0,0814 g H,O. 

0,2063 g Substanz gaben 0,1609 g AgJ. 

0,3006 g Substanz verbrannt nach Kjeldahl! verbrauchten 
11,4 com 1/10-n-H,SO,. 

C.H,,0O,NJ. Ber. C.: 32,100; H: 4,71°/0; J: 42,45°/0; N: 4,69°/o. 
(299,08) Gef. C.: 32,3490; H: 4,71°/o; J: 42,169/0: N: 5,31°%o. 
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Dijodelaidylchlorid. 
C,7H3,J,COCL. 

50 g Dijodelaidinsdéure') wurden mit 50 g Thionylchlorid 
libergossen und 2 Stunden bei Zimmertemperatur stehen ge- 
lassen. Das Keaktionsprodukt firbte sich braun. 

Das tiberschtssige Thionylchlorid wurde bei 50° im Vakuum 
abdestilliert: der durch die Kapillare eintretende Luftstrom 
wurde mit Chlorcalcium getrocknet. 

Das Siurechlorid ist braunrot gefirbt, die Ausbeute be- 
trug 51 g. 

Kine Reinigung des Siiurechlorides durch Destillation unter 
stark vermindertem Druck erwies sich als unmdglich, da bei 
150° und 2 mm Druck bereits Zersetzung eintrat. 


Dijodelaidyl-glycin. 2) 
C,7H,,J.CO - NH - CH, - COOH. 

22 g Dijodelaidylchlorid, gelést in 25 cem Ather, wurden 
zu einer L6sung von 7,5 g Glykokoll in 100 cem Normal-Natron- 
lauge unter Schiitteln gleichzeitig mit 40 ccm normaler Natron- 
lauge zugegeben. Das Reaktionsprodukt wird durch einen 
Luftstrom vom Ather befreit, mit 100 eem Normal-Salzsiiure 
angesiiuert und mit Wasser gut ausgeschiittelt, filtriert und im 
Exsikkator tiber Schwefelséure getrocknet. 

Zur Analyse wurde tiber Phosphorpentoxyd getrocknete 
Substanz verwendet. Amorphe farblose Substanz, die sich am 
Licht gelblich fiirbt. Sintert bei 52° und schmilzt zu einer 
klaren Fliissigkeit bei 57°. In kaltem Alkohol wenig loslich, 
in heiBem Alkohol leicht léslich, in Ather und Chloroform 
leicht léslich. 

0,1878 g Substanz gaben 0,2770 g CO, und 0,1030 g H,O. 

0,2181 g Substanz gaben 0,1740 g AgJ. 

0,7516 g Substanz nach Kjeldahl verbrannt verbrauchten 
10,8 cem !J/10-n-H,SO,. 

C,9H,,0,NJ, Ber. C: 40,45 °/0; H:6,409/o; N:2,34/o; J: 42,800. 
(593,23)  Gef. G: 40,209/o; H: 6,140; N:2,10°/o; J: 43,15° o. 


') Die Dijodelaidinsiiure verdanken wir der Firma Hoffmann-La Roche 


in Grenzach (Baden). 
*) Dargestellt von Dr. Guggenheim. 
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Darstellung von Jodfettsiureverbindungen usw. 


Dijodelaidyl-glycinithylester. 
C.,,H,,J,CO - NH - CH, - COO. C,H, 


Zu einer in Eis gekiihlten Lésung von 26 g Glycinester in 
80 ccm Chloroform wurden allmiéhlich 55 g Dijodelaidylchlorid 
gegeben. Das Siurechlorid war in 25 cem Chloroform gelést. 
Von dem beim Stehen im Eisschrank abgeschiedenen Glykokoll- 
esterchlorhydrat wurde abfiltriert, das Filtrat wurde im Vakuum 
zur ‘Trockene verdampft. Der Riickstand wog 51 g. 

Umkrystallisiert wurde aus 96°/o igem Alkohol, erhalten 
wurden 40 g. 

Eine nochmals umkrystallisierte Probe schmolz bei 82°, 
nachdem sie bereits bei 70° sinterte. 

Zur Analyse wurde tiber Phosphorpentoxyd getrocknet. 

0,1835 g Substanz gaben 0,2862 g CO, und 0,1031 g H,0O. 

0,2000 g Substanz gaben 0,1514 g AgJ. 

0,3890 g Substanz nach Kjeldahl verbrannt verbrauchten 
6,61 com !/10-n-H,SO,. 
C4oH,,0,NJ, Ber. 42, DA — > H: 6,65°/0; N:2,25°/0; J: 40,87 %lo; 

(621,26) Gef. . » 4.2. 54. -H:6, 2990: N:2,.389/0: J: 40,92 %/o. 


Dijodelaidyl-alanin.') 
C,,H,,J,CO0 - NH - CH - (CH) - COOH. 


9g Alanin gelést in 100cem normaler Natronlauge wurden 
mit 22 g Dijodelaidylchlorid gekuppelt. Das Produkt sintert bei 
54° zu einer triiben Masse und schmilzt zu einer klaren Fliissig- 
keit bei 64°. Wenig léslich in kaltem, leicht in warmem Alkohol, 
in Ather und Chloroform leicht léslich. 

Der Korper ist optisch aktiv. 

0,4020 g Substanz, geldést in Alkohol zu 6,8254 ¢ Gesamt- 
gewicht. 


d2° — 0,80. Abgelesene Drehung 0,23° nach links. 


Mithin [a], = — 4,9° (+ 0,4). 


') Dargestellt von Herrn Dr. Guggenheim. 
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0,1950 g Substanz gaben 0,2981 g CO, und 0,1087 g H,O. 
0,6292 g Substanz nach Kjeldahl! verbrannt verbrauchten 

91 cem 110 n HySO,. 
C,,H,,O,NJ,. (607,24) Ber. C: 41,49 °/o: H: 6,46 °/0; Nz 2,380°/0; 
Gef. C: 41,68 °/o: H: 6,24°'0; N: 2,02 °/o. 
Ks wurde auch versucht, den Dijodelaidylalaninester dar- 
zustellen, doch konnte dieser nur als Sirup erhalten werden. 


Dijodelaidyl-dijodtyrosin.') 

C7Hs3J. - CO. NH. CH. (CH, - C,H, - OHJ,)COOH. 

20 g Dijodtyrosin werden in 80 ccm normaler Natronlauge 
gelést. Zu der Lésung fiigt man unter Kihlung und Umschiitteln 
22 g Dijodelaidylchlorid gelést in Ather portionenweise gleich- 
zeitig mit der iiquivalenten Menge von normaler Natronlauge. 
Das Reaktionsprodukt wird von Ather durch einen Luftstrom bei 
Zimmertemperatur befreit, angesiuert und mit Wasser hiufig 
ausgewaschen, bis die anfangs sirup6se Masse zerbréckelt und 
filtrierbar wird. Das Produkt wird tiber konzentrierter Schwefel- 
siiure getrocknet. L6slich in warmem Alkohol, wenig léslich in 
Ather. In Chloroform zu einer opaken Flissigkeit lislich. Un- 
loslich in Glycerin und Olivendl. Wenig loslich in verdiinnten 
Alkalien, unléslich in verdiinnten Sauren. Sintert bei 92°, 
schmilzt bei 170°. 

0.4820 g Substanz gaben 0,4731 g AgJ. 

0,5031 g Substanz gaben 5,9 ccm N bei 752 mm u. 16°. 

C,,H,,O,NJ, (951,2) Ber. J 53,39 °/o; Ber. N 1,47 °/o. 

Gef. J 53,05 °lo; Gef. N 1,37 °/o. 

Anmerkung: Der eine von uns hat mit Guggenheim?) den 
Schmelzpunkt des Dijod-l-tyrosins bei 213° angegeben. Oswald?) 
fand unkorrigiert 204. Er vermutet, dai unser Priiparat, weil 
es hdher schmolz (!), unrein war. Wir haben seiner Zeit Herrn 


') Dargestelit von Dr. M. Guggenheim. 

?) Emil Abderhalden und M. Guggenheim, Synthese von Poly- 
peptiden. Derivate des 3-5-Dijod-l-tyrosins. Bericht der Deutschen Chem. 
Gesellschaft, Bd. 41, S. 1237. 1908. 

*) Adolf Oswald, Einiges ittber 3, 5-Dijodtyrosin und seine Dar- 
stellung. Diese Zeitschrift, Bd. 59, S. 320. 1909. 
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Oswald auf folgende Punkte brieflich hingewiesen. 1. Gewohn- 
lich schmelzen unreine Priparate nicht héher, sondern nie- 
driger. 2. Die Differenz zwischen unsern Angaben ist so gering, 
dafi ein Kundiger sie ohne weiteres aus der verschiedenen Art 
des Erhitzens beim Schmelzpunktbestimmen erkliiren kann. Es 
sei noch bemerkt, dab der Wert von Oswald nicht korrigiert 
ist. 3. Bei der Darstellung des Dijod-l-tyrosins tritt eine sehr 
erhebliche, von Darstellung zu Darstellung schwankende Race- 
misierung ein. Es wird wohl keiner von uns beiden nur optisch 
aktives Material in Hinden gehabt haben. Dali Gemische von 
optisch aktiven Verbindungen und Racemk6rpern, je nach dem 
Mischungsverhiiltnis, einen verschiedenen Schmelzpunkt zeigen, 
ist gewif} anzunehmen. Wir selbst haben Praparate darge- 
stellt, die noch etwas hdher schmolzen oder, besser gesagt, 
sich zersetzten, andere dagegen zeigten schon bei niederer Tem- 
peratur Braiunung und Gasentwicklung. 4. Die Vermutung Os- 
walds, daf eine Beimengung von Tyrosin den Schmelzpunkt 
heraufgedriickt habe, war einer experimentellen Priifung zu- 
giinglich. Wir haben sie Herrn Oswald auch brieflich vorge- 
schlagen. Mischt man Dijod-l-tyrosin mit wechselnden Mengen 
Tyrosin, dann fallt der Schmelzpunkt. Wir haben bis heute mit 
dieser Richtigstellung gewartet, weil wir gelhofft hatten, dah 
Herr Oswald seine irrtiimliche Annahme selbst richtig stellen 
wiirde. Das von uns beschriebene Dijod-l-tyrosin diente als 
Ausgangsmaterial zu verschiedenen Versuchen. Es ist nicht 
gleichgiltig, wenn durch eine ganz oberfliichliche, durch keine 
Tatsache gestiitzte Vermutung, die obendrein allen Erfahrungen 
widerspricht, die Reinheit eines Priiparates in Frage gezogen 
wird. 


Jodbehenylchlorid C,,H,JCO. Cl. 


15 g Jodbehenséiure!) wurden mit 10 g Thionylchlorid 
iibergossen. Das Kolbchen war mit einem mit einem Chlor- 
calciumrohr versehenen Stopfen verschlossen und wurde bei 
Zimmertemperatur stehen gelassen. Im Verlaufe einer halben 
~~ 4) Die Jodbehenséure wurde uns in liebenswiirdiger Weise von 
den Héchster Farbwerken zur Verfiigung gestellt. 
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Stunde liste sich die Jodbehenséure auf, eine schwache Reak- 
tion trat unter geringer Erwarmung auf. Die Reaktionsfliissig- 
keit fiirbte sich braunrot. 

Zur Vervollstiindigung der Reaktion wurde eine Stunde 
im Wasserbade auf 50° erhitzt. Das tiberschiissige Thionyl- 
chlorid wurde durch Erwiirmen im Vakuum entfernt. Der durch 
die Siedkapillare eintretende Luftstrom wurde durch Calcium- 
chlorid getrocknet. 

Versuche, das Jodbehenylchlorid unter starkvermindertem 
Druck zu destillieren, miblangen. Es tritt Abspaltung von Jod ein. 


Jodbehenyl-glycin C,,H,,JCO-NH- CH, - COOH. 


10 g Jodbehenylchlorid wurden mit 7 g Glycinester ge- 
l6st in Chloroform gekuppelt. Das Jodbehenylchlorid wurde 
in mehreren Portionen unter Eiskthlung eingetragen. Das sich 
beim Stehen abscheidende Glykokollesterchlorhydrat wurde ab- 
gesaugt. 

Da sich der Jodbehenylglycinathylester nicht isolieren 
lie}, wurde er mit 50 cem Normal-Natronlauge verseift, es 
wurde zwei Stunden auf der Maschine geschiittelt. 

Das Jodbehenylglycin schied sich als gelbrot gefiirbte 
amorphe Masse ab, die abgesaugt wurde. 

Zur Reinigung wurde das Jodbehenylglycin in Essigiither 
gelost, der Essigiither wurde im Vakuumexsikkator langsam 
abdunsten gelassen. Das Jodbehenylglycin ist eine amorphe, 
schwachgelb gefiirbte fettige Masse. Es ist in den gebréiuch- 
lichen organischen Lésungsmitteln mit Ausnahme von Petrol- 
iither und Wasser sehr leicht léslich. In Wasser und Petrol- 
iither ist es unldslich 

Beim Erhitzen im Kapillarrohr schmilzt es bei 70°, nach- 
dem es bei 50° sinterte. Bei 170—180° zersetzt es sich, 
Jodabgabe nicht scharf. 

Zur Analyse wurde es tiber Phosphorpentoxyd getrocknet. 

0,2070 g Substanz gaben 0,4220 g CO, und 0,1617 g H,0. 

0.2054 g Substanz gaben 0,0858 g AgJ. 

0,4520 g Substanz nach Kjeldahl verbrannt verbrauchten 


7,1 cem 3/10-n-H,SQ,. 


ee . LL"? 
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C,,H,,0;NJ Ber. C: 55,03°lo; H: 8,66°/o; N: 2,69°/o; J: 24,26°/o; 
(523,33) Gef. C: 55,60°/o; H: 8,73°/o; N: 2,259 0: J: 22,54°/o. 


Dijodbrassidinsadureithylester. 


a C,H, ,COOG,H, 

Sintert bei 32° und ist bei 40° gesehmolzen. Zwischen 
220 und 230° gibt es das Jod ab. 

Zur Analyse wurde tiber Phosphorpentoxyd getrocknet. 

0,2061 g Substanz gaben 0,1566 g¢ AgJ. 
0,2345 g Substanz gaben 0,3947 g CO, und 0,1438 g H,O. 
C4H,,.4,.0, (620,05). Ber. C: 46,44°/0; H: 7,479 0; J: 40,910. 
Gef. C: 46,97°%/o; H: 6,86°'0; J: 41,05%o. 


Futterungsversuche. 
Angewandte Methoden. 


Zur Bestimmung des Jodgehaltes im Harn und Kot wandten 
wir 2 Methoden an. Einmal bestimmten wir den Jodgehalt 
nach der Kellermannschen Methode. Wir verfuhren in der 
gleichen Weise, wie dies der eine von uns in der Arbeit mit 
Gressel angegeben hat.') 

In den Versuchen 1, 4b und 7a wurde der Harn zur 
Trockene verdampft und dann verascht. Der Kiickstand wurde 
in Wasser gelést und im Filtrate das Jod kolorimetrisch be- 
stimmt. 

In den Versuchen 2, 3, 4, 6, 6a, die von Herrn Dr. 
M. Guggenheim an sich selbst ausgeftihrt wurden, wurde die 
Jodbestimmung im Harn nach der Methode von Winterstein 
und Herzfeld?) ausgefiihrt. Wir haben diese Methode nicht 
allgemein angewandt, da die Jodwerte, wie wir uns in einer 
Anzahl Kontrollbestimmungen tiberzeugten, zu grof} werden. 
Der Jodgehalt des Kotes wurde in diesen Versuchen derartig 





1) Vgl. diese Zeitschrift, Bd. 74, S. 465. 
2) Winterstein und Herzfeld, Uber eine einfache Jodbe- 
stimmungsmethode. Diese Zeitschrift, Bd. 63 5. 49 (1909). 
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bestimmt, dab 1g des bei 100° getrockneten Kotes mit einem 
Soda- und Salpetergemisch verbrannt wurde, die Schmelze 
wurde in Wasser geldst, in einen hohen Zylinder filtriert, das 
Filtrat mit Chloroform (70 ccm) unterschichtet und das Jod 
mit Schwefelsiure und Natriumnitrit (10°/o wasserige Losung) 
in Freiheit gesetzt. Das Jod wurde mit dem Chloroform aus- 
geschiittelt, das Chloroform mit Wasser bis zum Verschwinden 
der sauren Reaktion ausgewaschen und endlich das Jod durch 
Titration mit !/:0-n-Natriumthiosulfatl6sung bestimmt. 

Die Versuche 1, 2, 5, 5a, Sb, 8 und 8a wurden an 
Hunden ausgefiihrt. Die Versuche 5 und 5a am selben Hunde. 
Die Priiparate wurden den Hunden per os in Gelatinekapseln 
gegeben, von deren Jodfreiheit wir uns durch Kontrollbe- 
stimmungen tiberzeugten. 


Versuch 1. 


dl-a-Jodpropionyl-glycin. — 2 g=1 g Jod. 


Terrier 2. 8550 g. 











| 


. Pe | 

Harn | Kot- | J im | 

Datum | Erhalten | ‘JimHarn menge| Kot | 

| menge | | | 

| 8 | &§ | & | 

| | | | | 

30. VIL. 11.1 gJodin4Kap-- — | — | — | — | 
seln per os | | | | 

1 | 

31. VIL ~ 150 | 01770) — | — | 
1. VIL _ 230 | 03198 | 206) 0 | 
2.VIll. | 440! 00552 | — | 4 
| | | | | 

3. VIL. _ | 220} 0,0179 | 142] 0 | 
4. VII. | _ 390 (0.0065 | 160, 0 | 
5, VIIL. - 290 | 0,008) | — | — | 
6.VIIL — 250 00082 | 180 0 | 
7. VIII. — 250 Spuren | 200, O | 
8. VIL. — | 160) 0 aro 
9.VIIL | : 240 0 ; ion | es 


Ausgeschieden 0,5881 g = + 0 = 0,5881 g 
erhalten 1,0 g J. 





£5 iV EIKO NE LEER 
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Der Versuch, dl-a-Jodpropionyl-glycinathylester zu fiittern, 
miblang. Das Priparat hat einen sehr unangenehmen bittern, 
stark brennenden Geschmack. Es wurde sofort gebrochen. 














Versuch 2. 
Dijodelaidinsiure. — Versuch am Menschen. 
Harn- |_. | 
Datum Jim Harn Bemerkungen 
menge | 
| 8 
| l 
11.11. 10.4U. nm. | ~- a= 2,15 g Dijodelaidinsaure =1g J 
4U.mo. | 510 0.15 per os 
12.11. 10U. mo. 400 0,55 
8 U. abd. 410 0,18 
13. IL. 1 U. mo. 425 0,03 
4U. nm. 675 0,07 
14.11. 10U.mo. | 600 | 0O 
| | 


In ca. 60 Stunden ausgeschieden 0,98 g J; 
erhalten 1,00 g J. 


Versuch 3. 














Dijodelaidyl-glycin. — Versuch am Menschen. 
| Harn- F im Harn 
Datum | menge | Bemerkungen 
| | 8 
ay | oe, | 
21.11.10. 4 U.abd. | ——- | — 2g Dijodelaidylglycin per os 
22. II. 91/2 U. mo, 790 =| «0,388 
4 U.mi. 450 | 0,16 
23.11. 1 U.abd. 850 | 0,08 
9t/eU.mo. | 725 0,06 





In ca. 60 Stunden ausgeschieden 0,68 g J 
erhalten 0,86 g J. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXV, 4 
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bestimmt, dali 1 g des bei 100° getrockneten Kotes mit einem 
Soda- und Salpetergemisch verbrannt wurde, die Schmelze 
wurde in Wasser geldst, in einen hohen Zylinder filtriert, das 
Filtrat mit Chloroform (70 ccm) unterschichtet und das Jod 
mit Schwefelsiure und Natriumnitrit (10°/o wasserige Lésung) 
in Freiheit gesetzt. Das Jod wurde mit dem Chloroform aus- 
geschiittelt, das Chloroform mit Wasser bis zum Verschwinden 
der sauren Reaktion ausgewaschen und endlich das Jod durch 
Titration mit 4/1:0-n-Natriumthiosulfatl6sung bestimmt. 

Die Versuche 1, 2, 5, da, 5b, 8 und 8a wurden an 
Hunden ausgefiihrt. Die Versuche 5 und 5a am selben Hunde. 
Die Priiparate wurden den Hunden per os in Gelatinekapseln 
gegeben, von deren Jodfreiheit wir uns durch Kontrollbe- 
stimmungen tiberzeugten. 


Versuch 1. 
dl-a-Jodpropionyl-glycin. — 2 g 1 g Jod. 


Terrier 2. 8550 g. 





| | pk pe 
| Harn- | | Kot- | J im 

















Datum | Erhalten rmenge "”" '™" menge 7 | 

| | 8 | | 

30. VIL. 11.'1 g Jod in 4 Kap-| — — | — — | 

seln per os | 
31.V0. - 150 0,1770 | — | — 
1. VIL — | 230 | 03198 | 206) 0 

QV. | on | 140, 0,052 | — | — | 
3. VIL i | 220 | 0,0179 14,2 | 0 
4. VIL. ™ — 390) 0,0065 | 16,0, 0 
5. VIL. — | 200) | 0,008 | — | — 

6. VI. ~- | 250 | 90,0082 | 180) 0 | 
7. VIII, - | 950} Spuren 200 0 
8. VII. | i | 160 0 _ e 
9. VII. | | 240 0 Zz _ 


| | 
| J | 


Ausgeschieden 0,5881¢ -- 0 = 0,5881¢ 
erhalten 1,0 g J. 











Darstellung von Jodfettsdureverbindungen usw. 49 


Der Versuch, dl-a-Jodpropionyl-glycinithylester zu fiittern, 
miBlang. Das Priparat hat einen sehr unangenehmen bittern, 
stark brennenden Geschmack. Es wurde sofort gebrochen. 


Versuch 2. 








Dijodelaidinsiure. — Versuch am Menschen. 
Harn- | 
Datum Jim Harn Bemerkungen 
menge | 
g 
11.11.10.4U.nm. | — jon 2.15 g Dijodelaidinsaure = 1g J 
4U.mo. | 510 0,15 per os 
12.11. 10U.mo. | 400 0,55 
8 U. abd. 410 0,18 
13. I. 1U.mo. | 428 0,03 
4U.nm. | 675 0,07 
14.11. 10U.mo. | 600 0 








In ca. 60 Stunden ausgeschieden 0,98 g J; 
erhalten 1,00 g J. 


Versuch 3 











Dijodelaidyl-glycin. — Versuch am Menschen. 
Datum | bear | Jim Harn Bemerkungen 
| |g 
| | peoreree | 
21.11.10.4 U.abd.|} — [| — 2¢ Dijodelaidylglycin per os 
22. Il. 9/2 U. mo. 750 | 0,38 
4 U.mi. 450 0,16 
23.11. 1 U.abd.| 850 | 0,08 
9/,U.mo. | 725 | 0,06 





In ca. 60 Stunden ausgeschieden 0,68 g J 
erhalten 0,86 g J. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXV. 4 











5O Emil Abderhalden und Paul Hirsch, 


Versuch 4. 
Dijodelaidyl-glycinathylester. — 2,44=1g J. 
Terrier, 2, 8100 g. 








| Kot- | | 























Datum | Erhalten | Harn- \Jim Harn menge} Jim Kot | 
menge | | | | 
| | g . i 4 g | 

| | | | 

17.11.11. fg Jodins — | —- | — | — 

4 Kapseln | | | | 
per os | | | | | 

18.11. ;-}| -—- | -} = | 

19. IL. | 360 | 0.05948 | 33° | 0,48048 | 

| 

20. 11. | 140 | 0,02540 | 24 Oo | 

21.1. |1g Jodin| 400 | 0,04876 | 15,5 0 | 
4 Kapseln, 

per OS 

oa - — | 18 | 0,06660 

23.11. | | 250) 0,02480  — _ 

2M | | 480 | 0,04650 | 38 0,67096 | 

25.11. | | 320 | Spuren | 24 0 

26.11. . a o 

Ausgeschieden 0),20494 +- 1,11804 = 1,32298 ¢ J 


erhalten = 2,0 ¢ J. 


Versuch 4a. 





Kot- | 

















| 
Datum | Erhalten mie im Harn menge | J im Kot | 

| | g | eg | eo] 
Vii. | ag ded{ — | wef we Te 
11.V. / 100 | — 19 | 0,06494 
12. V. 270 | 0,04831 | 12 | 0,66852 
13.V. © 250 | 16 | 0 
14.V. | i oe Ete 32 | 0) 
1b.V. | 360; — 17 | 0 
16.V. | 20; — | 18) Oo | 

Ausgeschieden 0,04831 + 0,73346 = 0,78177 g . 


erhalten = 


1,0 


v 
5 


J. 














! 
bs 
bs 


eo pSe 











Darstellung von Jodfettsiureverbindungen usw. ol 


Versuch 4b. 
Spitzterrier, f, 6100 g. 











| 
Harn- | Kot. | | 
Datum | Erhalten Reweeososi J im Harn|menge | J im Kot | 
| | 8 | 8 i 
| 4 | | | 
10.V.11.|1 g Jodin) — | — | — | — 
4 Kapseln | | | 
| per os | | | 
'? oo 290 | 0,02857 | — i 
2V. | — 280  0,03606 | 20 | 0,78360 | 
i3.V. | — 580 | 0,01610 | 11 | 0 
14.V. | — 410 | 0,021300, 20 | O | 
15.V. | — | 550) 002149; 21 | OF | 
16.V. | — 600; — | — | — | 
ausgeschieden 0,12452 -++. 0,78360 == 0,90812 g J 


erhalten = 1,0 g J. 

Es sind ferner am 14. II. 10,2 g Dijodelaidyl-glycinester 
von Herrn Dr. Guggenheim eingenommen worden. Der Harn 
blieb bis zum 17. II. jodfrei. Der am 17. II. gelassene Kot 
wurde mit Alkohol extrahiert und der Riickstand des alkoho- 
lischen Extraktes mit Soda verascht. Er enthielt 0,38 g J. Bei 
einem weiteren Versuch am Menschen wurden auch nur Spuren 
von Jod im Harn ausgeschieden. 


Versuch 5, 
Dijod-l-tyrosin. — Versuch am Menschen. 











| | de . 
| Harn- | Jim | 
Datum | menge | Harn | Bemerkungen 
| _ 
16.11.10. 7 U. abd. “= — | 1,7 g Dijod-l-tyrosin per os 
9/2U.abd.| 375 | 0,12 | 
17.11. 10 U.mo.|) 175 | 0,09 | 
4 U.nm.| 826 | O19 | 
7 U.abd.) 425 | 005 | 
18.11. 94/2 U. mo. 450 | 004 | 
4 U.nm. 40 | O | 


i 


In ca. 48 Stunden ausgeschieden 0,49 ¢ J 
erhalten 1,00 g J. 


3 


_—~ 
» 











In ca. 200 Std. ausgeschieden 1,32 g 














a2 Emil Abderhalden und Paul Hirsch, 
Versuch 6. 
Dijodelaidyl-dijod-I-tyrosin. — Versuch am Menschen. 
Harn-| J im | Kot- | J im | 
Datum menge Harn _menge Kot | Bemerkungen 
/ g g | g | 
| | 
93405 tied) — | ee Dijodelaidyl-dijod-I- 
| | | tyrosin per os 
8 U. abd. | 400 | 0,08 | — | _ | 
10.3. 9'/e U. mo. | 500 | 0,12 | 21 | 0 | 
StU. mi. | 150| 006) — | ~ 
71/e U. abd. | 150 | 0,05 23 | 0,27 
:1.2. 4 U.mi. | 500 | 0,06 | — : — | 
6 U.abd.| — | “ | i | — | 2g Dijodelaidy!-dijod-t- 
| | | | | tyrosin per os. 
12.3. 91/2 U. mo. | 650 | 021) — | — | 
13. 3. 3  U.mo. | 775 | 0s | “= | — | 
3 U. mi | — | — | 4 hic 
& | ik] 500 | 0,06 | -~ | — | 
14.3. 9'/2 U. mo. | 800 | 0,06 | —_ | — | 
_ 22 | - | 11 | 0,20 | 2g Dijodelaidyl-dijod-l- 
| | tyrosin per os. 
15.3. 3 U.mo. | 1100 0,16 | alt ions 
10% U. mo. | 175 | 0,03 8 | 0,16 
11 U.abd. 380 | 0,07 | _ | — 
16.3. 4 Umi. | 675 | 0,11 | ss | —— 
17.3. 912 U.mo. | 850 | 0 | 38 0,46 | 


1,47 g = 2,79 g J 
erhalten 3,14 ¢ J. 
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Versuch 6a. 
Dijodelaidyl-dijod-l-tyrosin. — Versuch am Menschen. 


53 





Datum 


‘a Soe Er 
Harn-| Jim | Kot- | Jim | 


| 
| 
| 


Bemerkungen 





menge Harn menge | Kot 
g | 8 . 
| | 
9.1.10.5 U.abd.) — | — | — | — | 2g Dijodelaidyl-dijod-l- 
tyrosin per os 
8 U.abd.| 400) 008; — | — 
10.11. 9 U.mo. | 500) 012) 2 | 0 | 
3%/2U.nm. | 150 0,06 | _ “ | 
7%2U.nm. | 150 0,05 | 23 | 0,27 | 
11.0. 4 Unm.| 500| os} — | — | 
6 U.abd.| — | | — — |2g¢ Dijodelaidyl-dijod-l- 
tyrosin per os 
12.111. 9%/2U.mo. | 650) 0,21 | — — 
13.01. 3 U.mo. 775 | 0,25; — 
3  U.nm.| — - 43 0,38 
8 U.abd.| 500 | 0,06 — -- 
14.111. 91/2 U.mo. | 800 | 0,06 — 
5 U.nm, | — | — | 11 | 0,20 |2¢ Dijodelaidyl-dijod-t- 
tyrosin per os 
15.11. 3 U.mo. | 1100 | 0,01) — — 
10'/2U.mo. | 175 | 003} 8 | 0,16 
11. U.abd. 350 | 0.07 —_ — 
16.1. 4 Unm.| 675] O11} — | — 
17.111. 9'/2U.mo. | 890  odfrei 38 | 0,46 | 
4 U.nm. — | — 


In 180 Stdn. ausgeschieden 














| 


1,33 g 











+- 1,47 g 


: 279 ¢ J 


erhalten 3,14 g J 
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or 
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Versuch 7. 
Dijodbrassidinsdureathylester (Lipojodin) — 2,44 g = 1g Jod. 
Terrier, 2, 8200 g. 









































,' 'Harn-| ,; | Kot- | | 

Datum | Erhalten |“ Jim Harn’ menge | J im Kot | 

menge | | | 
| | «£ 4 ) 2 4 

26.VLAL.1gJodin) — | — lm - | 
5 Kapseln | | | | 

per OS | | | 
H 

27.V1. | 250 | 0,00334 | 27,5 | 0.09456 | 

28. VI. 310 | 0,16537 | 235| oO. | : 

29. V1. 290 | 0,03553 | 21,5 | * { 

| 

30. VI. 290 | Spuren | 20 | Q) | 

1. VII. 30) 0 | 19 } Oo | 

| | | 
Ausgeschieden 0,20424 -++ 0,09456 == 0,29880 ¢ J 
erhalten = 1,0 g J. 
Versuch 7a. 
Spitz, 1, 7650 g. 
= | Harn- |. | Kot- | , 

Datum | Erhalten | * Jim Harn menge | Jim Kot | Bemerkungen 
imenge | 4 
| | / ge | ge | eg 

5. VIILALj4gJodin} —| — | — sm i 
4 Kapseln | | i 
per Os | | 
| | 
6.VIN. 420} 0,0118 | 9,0 0 
7. Vill. 390 0,0286 | 19,0 | 0,7484 |Stuhl etwasdiinn. 
8. VIII. 150 | Spuren | — , 
9, VILL. 170 | Spuren | 15,0 0 | 
| 
10. VIL. | 500 0.0578 | — we 
| | 
11. VII. | 200} 0,0169 | 15,0 0 | 
Ausgeschieden 0,1151 +. 0,7484 = 0,8635 g J 
erhalten 1,0 ¢ J. 
Ergebnisse. 


Versuch 1: dl-a-Jodpropionyl-glycin. Nach Eingabe 
von 1 g per os an einen Hund im Harn ausgeschieden nach 
10 Tagen 0,5881 g, im Kot ausgeschieden 0 g. 
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Versuch 2: Dijodelaidinsiure. Verfiittert 1,0 g J. 
Ausgeschieden innerhalb 5 Tagen von der Versuchsperson im 
Harn 0,98 g J. 

Versuch 3: Dijodelaidyl-glycin. Verfiittert 0,86 g J. 
Ausgeschieden innerhalb 4 Tagen von der Versuchsperson 
0,68 g J. 

Versuch 4: Dijodelaidyl-glycinithylester. Nach 
Eingabe von 2,0 g J per os an einen Hund im Harn nach 
4 Tagen ausgeschieden 0,2049 g J und im Kot 1,1180 g. 

Versuch 4a: Dijodelaidyl-glycinathylester. Ein- 
gegeben an Hund 1,0 g J. Ausgeschieden nach 6 Tagen im 
Harn 0,0483 g, im Kot 0,7335 g. 

Versuch 4b: Dijodelaidyl-glycinathylester. Kin- 
gegeben per os an Hund 1,0g J. Ausgeschieden im Harn nach 
4 Tagen 0,1245 g, im Kot 0,7836 g. 

Versuch 5: Dijod-l-tyrosin. Eingegeben per os an 
Mensch 1,0 g J. Ausgeschieden in 2 Tagen im Harn 0,49 g J. 

Versuch 6: Dijodelaidyl-dijod-l-tyrosin. Per os an 
Mensch 3,14 g J gegeben. Ausgeschieden nach 7 Tagen im 
Harn 1,34 g J, im Kot 1,47 ¢g J. 

Versuch 6a: Dijodelaidyl-dijod-l-tyrosin. Verfiittert 
an Mensch 3,14 g J. Ausgeschieden nach 8 Tagen 1,33 g J, 
im Kot 1,47 g. 

Versuch 7: Dijodbrassidinséureidthylester, Ver- 
fiittert an Hund 1 g J. Ausgeschieden nach 5 Tagen im Harn 
0,2042 g, im Kot 0,0946 g. 

Versuch 7a: Dijodbrassidinsadureathylester. Ver- 
fiittert am Hund 1 g J. Ausgeschieden nach 6 Tagen 0,1151 g J. 
im Harn, 0,7484 g J. im Kot. 

Aus den mitgeteilten Resultaten geht hervor, daf das 
in Form von Dijodelaidinséure'!) zugefitihrte Jod langsam, aber 
vollstandig ausgeschieden wird. Die Resorption des Praparates 
war eine vollstindige. Das Jod des Dijodelaidyl-glycins war 

1) Vgl. hierzu Emil Abderhalben und Karl Kautzsch, Ver- 
gleichende Untersuchung tiber die Auscheidung von Jod bei Verabreichung 
von Jodkali und von Sajodin. Zeitschr. f. experim. Path. u. Therapie. 


Bd. 4 S. 1. 1907. 
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nach 10 Tagen erst zur Halfte ausgeschieden. Die Resorption 
war eine vollstiindige, dagegen wurde der Athylester dieser 
Verbindung viel schlechter resorbiert. Der grdfte Teil des 
Jods fand sich im Kot. Der resorbierte Anteil wurde im all- 
gemeinen auferordentlich langsam ausgeschieden. Bei zwei 
Versuchen konnten wir im Harn tberhaupt kein Jod finden. 
Das Dijod-l-tyrosin wurde auch schlecht resorbiert (eine genaue 
Analyse des Kotes wurde leider nicht ausgefiihrt).!) Das gleiche 
gilt vom Dijodelaidyl-dijod-l-tyrosin. Bedeutend besser resor- 
biert wurde der Dijodbrassidinithylester. Die Ausscheidung 
des Jods im Harn erfolgte sehr langsam. Der Versuch 7 
wurde zu friih abgebrochen. Nach jodfreien Tagen folgen, 
wie Versuch 7a zeigt, wieder Perioden mit relativ reichlicher 
Jodausscheidung. Beim letzten Versuch war ein grofer Teil 
des Jods mit dem Kot, der etwas diarrhéisch war, entfihrt 
worden. 

4) Vel. hierzu Emil Abderhalden und Slavu, Uber die Aus- 
scheidung des in Form von 3,5-Dijod-l-tyrosin, Glycy1l-3,5-dijod-l-tyrosin, 
d-Jodpropionyl-3,5-dijod-l-tyrosin und Palmityl-3,5-dijod-l-tyrosin in den 
Organismus des Hundes eingefiihrten Jods. Diese Zeitschrift, Bd. 61, 
S. 405, 1909. 
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Uber die Ammoniakmenge im Harn und deren Verhaltnis zur 
Ventrikelsekretion. 
Von 
S. A. Gammeltoft. 


(Mitteilung aus der Abteilung A des Reichshospitals Kopenhagen, Chef: Prof. Chr.Gram. 
(Der Redaktion zugegangen am 17. August 1911.) 


Im menschlichen Harne findet sich unter normalen Ver- 
haltnissen eine ziemlich konstante Menge Ammoniak. 

Bei gewohnlicher gemischter Kost wird nach Neubauer 
taglich ungefahr 0,7 g Ammoniak ausgeschieden, was ca. 4,6 bis 
5,6°/o des ausgeschiedenen Totalstickstoffes entspricht. 

Wird die ausgeschiedene Ammoniakmenge durch das von 
ihr vertretene Stickstoffquantum ausgedriickt, so entspricht 
die von Neubauer gefundene Zahl ca. 0,58 g N pro die. 

Was die bedeutung dieses Ammoniaks betrifft, so kann 
es wohl kaum mehr einem Zweifel unterliegen, dah es dessen 
Hauptaufgabe ist, im Organismus neutralisierend zu wirken. 

Bei den Zersetzungsvorgiingen im Organismus entstehen 
bedeutende Mengen von Séuren; diese werden gewohnlich 
durch Umsatz mit dem im Blute vorhandenen kohlensauren 
Natron gebunden; bei besonders starker Siurebildung kann 
die Menge des verfiigbaren kohlensauren Alkali ungeniigend 
sein, und um sich vor dem Uberschu8 an Siiure zu schiitzen, 
ist der Organismus imstande, dies Verhiltnis zu regulieren, 
indem er mehr oder weniger Ammoniak erzeugt, das die tiber- 
schiissige Saéure zu neutralisieren und unschiidlich zu machen 
vermag. 

Die Bildung von Harnstoff aus den Spaltungsprodukten 
der Eiweifstoffe geschieht mit ziemlicher Sicherheit so, dah 
sich zu irgend einem Zeitpunkt Ammoniak abspaltet, das durch 
eine Synthese in der Leber in Harnstoff umgewandelt wird, 





DR S.A.Gammeltoft, 


und es ist anzunehmen, daf die Séuren bei Saureiiberschuf 
im Organismus irgendwie auf die Synthese einwirken, ihr Ein- 
halt tun und sich selbst des Ammoniaks bemichtigen. 

Diese Auffassung des Ammoniaks als des siurensattigen- 
den Elements im Haushalt des Organismus hat allmiihlich die 
iltere Ansicht abgelést, nach der man eine Steigerung der 
Ammoniakmenge gewissermaben als einen Ausdruck der In- 
sufficienz der Harnstoffsynthese auffafite; durch eine genauere 
[intersuchung der verschiedenen Zustiinde und Krankheiten, 
namentlich des Diabetes, bei denen eine vermehrte Ammoniak- 
absonderung im Harne konstant ist, hat ‘man vermocht fest- 
zustellen, dal} diese Vermehrung nicht als das primiire Moment 
betrachtet werden darf; dies ist vielmehr die gesteigerte Séiure- 
bildung im Organismus, der sich dann die gesteigerte Ammo- 
niakmenge kompensatorisch anschlieBt. 

Bereits Walther!) hatte gezeigt, dal die Ammoniak- 
mnenge des Harns sowohl bei Menschen als bei Hunden durch 
Eingabe von Salzsiure per os vermehrt wurde. Spiater zeigte 
Schittenhelm,?) daB zwischen Salzséuremenge im Ventrikel 
und Ammoniakausscheidung im Harn ein Zusammenhang be- 
stehe; er untersuchte bei einer ganzen Reihe von Menschen, 
die teils vermehrte Salzsfuremenge im Ventrikel, teils gar 
keine Salzsiéiure aufwiesen, die Ammoniakmenge im Harn, und 
zwar mit folgendem Resultat: In den Fallen, wo keine freie 
Salzsiiure im Magensaft vorgefunden wurde, und wo die Total- 
aciditiit des Harns niedrig war, waren auch die relativen 
Ammoniakmengen niedrig, wiéhrend eine relativ hohe Ammo- 
niakmenge vorgefunden wurde, wo reichlich freie Salzsaéure 
vorhanden war, und wo der Harn saurer war. Betrachtet 
man die mittlere Zahl aller angestellten Untersuchungen, so 
hat man folgendes Resultat: 


Freie Salzsiure  Totalaciditat Ammoniakmenge °/o vom Total-N. 
0 QO— 40 3,37 °/o ™ 
Vorhanden 24—108 5,13 Jo ” 


In keinem der untersuchten Falle wurde Achylie zusammen 





‘) Arch. f. exp. Path. u. Pharm. Bd. 7, 1877. 
*) Deutsches Arch, f. klin. Med. Bd. 77, 1993. 
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mit hohen relativen Ammoniakwerten, noch reichlich Salzsiiure 
zusammen mit einer Steigerung der relativen Werte des 
Ammoniaks vorgefunden. 

Ob diese Verhiiltnisse im Laufe des Tages schwankten, 
je nachdem der Ventrikel Salzsiiure sezernierte oder nicht, da- 
riiber geben Schittenhelms Untersuchungen keine Aufschliisse. 

Die Frage, ob die Ammoniakmenge im Harne im Laufe 
des Tages schwankt, wurde zuerst von Camerer jun.') be- 
handelt: er zeigte, dah, wéihrend die absolute Ammoniak- 
menge im Laufe des Tages nur wenig schwankte, dies mit 
den relativen Werten nicht der Fall war, indem diese in der 
Zeit unmittelbar nach den Mahlzeiten besonders niedrig waren. 
Die relative Ammoniakmenge war am grodfiten nachts und 
nahm wihrend der Verdauung ab; Camerer selbst versuchte 


jedoch nicht, dies zu erkliren. Die Frage wurde wieder auf- 


genommen von Loeb,?) welcher zeigte, dal die Ammoniak- 
menge bei einem Mann, der an Ulcus ventriculi litt und 
zahlreiche saure Erbrechen hatte, sowohl absolut als relativ 
bedeutend vermindert war; nachdem Pat. operiert worden 
war (Gastroenterostomie), hérte das Erbrechen auf, und die 
Ammoniakmenge im Harne stieg auf die normale Héhe. Wiih- 
rend Schittenhelm*) angenommen hatte, dali die vom Ven- 
trikel sezernierte Salzsaiure sich in derselben Weise verhalte, 
wie die in Walthers Versuch per os eingegebene, zeigt Loeb, 
dab die Verhaltnisse verwickelter liegen. Die von der Schleim- 
haut in den Ventrikel sezernierte Salzsiiure tritt niémlich von 
diesem Augenblick an gewissermafien aus dem Organismus 
heraus; dieser wird dadurch armer an Cl-Ionen, und seine Alka- 
linitat nimmt infolgedessen zu, was gerade eine Verminderung 
der Ammoniakmenge im Harn verursacht; erst wenn die 
sezernierte Salzsiure wieder in den Darm resorbiert wird, ist 
die Méglichkeit einer Parallelisierung mit den Waltherschen 
Versuchen vorhanden. 

Hiermit tibereinstimmend fand Loeb auch, das sowohl 





*) Zeitschr. f. klin. Med. 56. Bd., 1905. 


') Zeitschr. f. Biologie 43. Bd., 1902. 
i ¢ 
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der absolute als der relative Ammoniakwert in den ersten Stunden 
nach einer reichlichen Mahlzeit fillt, um sodann zur Zeit der 
Zuriickresorption der Salzséiure in den Darm etwas tiber das 
Normale zu steigen und schlieflich zu den gewohnlichen 
Werten zuriickzukommen. Die folgende Tabelle veranschau- 
licht einen solchen Versuch: 

atient erhielt zwischen 7 und 9 a. m. 1 1 Rahm, 3 Zwie- 
back, 1 Rundstiick und 2 Portionen Griitze und fastete sodann 
den ganzen Tag bis zum niichsten Morgen 9 Uhr. 





Menge Harn N NH, NH,°/o 

| Zam. — 3p.m. 535ccm 3,64 £40,123 2,75 
Il 3p.m. 11 p.m. 1080 ecem 4,08 0,141 2,940 
Hl 11 p.m. — Z7a.m. 1010cem 3,03 0,247 = 6,6 °%/o 
im ganzen ausgeschieden 2625 ccm 10,75 — 0,511 3,92 %/o 
IV Zam. — 3p.m. 220cem 2,16 0,136 5,2 %o 


Gleichfalls zeigte Loeb, dai die Ammoniakmenge im 
Harn eines Patienten mit Carcinoma ventriculi nach vorge- 
nommener Gastroenterostomie wihrend des Verdauens nicht 
sank, sondern stieg, was er in folgender Weise erkliirt: die 
Siiuremenge im Ventrikel ist in hohem Grade _ vermindert 
oder auch ganz aufgehoben. Die Nahrung passiert der Gastro- 
enterostomie wegen schnell durch den Ventrikel und ruft im 
Darm Sekretion hervor, was eine Alkaliverminderung im Or- 
ganismus verursacht. 

Zuletzt stellt Loeb fest, daB wenigstens ein Teil des 
Ammoniaks, das sich im Harn befindet, der Harnstoffsynthese 
iiberhoben ist, um bei der St6rung der Korperalkalescenz, die 
die Salzsiéuresekretion im Ventrikel und die Zuriickresorption 
im Darmkanal hervorrufen, als Regulator zu wirken. 

Loeb hat sich spater') wieder mit derselben Frage be- 
schaftigt und eine ganze Reihe von Versuchen an Hunden 
angestellt. Diese Versuche bestiitigten in allem Wesentlichen 
die friiheren, und er hilt an seiner Ansicht fest, daf die Ver- 
minderung der Ammoniakmenge auf der Ventrikelsekretion 
beruhe: er fiihrt jedoch ein Moment an, das seiner Meinung 


') Zeitschr. f. Biologie Bd. 55, 1910. 
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nach anscheinend dagegen spricht, naémlich dali der Fall der 
Ammoniakausscheidung relativ spit kommt. 

Nach Pawlow’) wei man, daB das Maximum der Magen- 
saftsekretion, wenn man einem Hund 200 g Brot oder ein 
gleiches Quantum Fleisch gibt, in den ersten 2—3 Stunden 
liegt; der Fall der Ammoniakausscheidung tritt indessen ge- 
woOhnlich spiter ein, erst gegen 4—5 Stunden nach der Fiitte- 
rung, zu einer Zeit, wo man annehmen sollte, dal die alka- 
lischen Verdauungssekrete im Darm bereits angefangen hiitten, 
sich zu bilden, und dali sie dadurch das ihrige dazu beitriigen, 
die vermehrte Alkalinitét des Organismus zu vermindern. Die 
Verhiiltnisse sind, wie man sieht, ziemlich verwickelt; zu 
einem besseren Verstiindnis gelangt man jedoch nach Loebs 
Ansicht, wenn man dabei beharrt, dafi der Fall der Ammoniak- 
ausscheidung darauf beruht, daB der Organismus wahrend der 
Ventrikelsekretion der Cl-Ionen beraubt wird. 

Die Frage vom Verhiltnis zwischen Salzsiiuremenge im 
Ventrikel und Ammoniakausscheidung im Harn kann somit 
nicht als vollig aufgeklért betrachtet werden, und wie auch 
Loeb selbst in dem oben angefiihrten Aufsatz anfihrt, sind 
eingehendere Untersuchungen erforderlich. Namentlich wird 
es von Interesse sein, die Schwankungen der Ammoniakmenge 
in kiirzeren Zeitzwischenréumen zu untersuchen, so dal} man 
in den Stand gesetzt wird, die Verschiedenheiten Stunde um 
Stunde zu verfolgen. 

Durch das grofe Entgegenkommen Prof. Grams wurde 
ich instand gesetzt, in der medizinischen Abteilung A des 
Reichshospitals diese Aufgabe aufzunehmen, und durch eine 
Reihe Ammoniakbestimmungen im Harn von teils normalen 
Personen, teils an Achylie Leidenden habe ich versucht, mir 
eine Grundlage fiir eine genauere Aufklaérung der einschlagigen 
Verhiltnisse zu verschaffen. 

Betreffs der angewandten Technik kann ich mich kurz 
fassen. Der Harn wurde in gewohnlicher Weise in Glasern 
aufgesammelt, die einige Kubikzentimeter Toluol enthielten, und 
wurde womodglich sofort in den Eisschrank gestellt, bis die Be- 





1) Siehe Abderhalden, Lehrb. d. physiol. Chemie, 1909, S. 670. 
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stimmung stattfinden konnte. Mit einem Zwischenraum von 
einigen Tagen angestellte Kontrollproben haben denn auch 
dargetan, daB der Harn sich vollig unverandert erhielt. 

Der Totalstickstoff wurde nach Kjeldahls Methode be- 
stimmt; die Ammoniakmenge teils nach Folins Methode durch 
Durchliiftung, teils durch Abdestillation im Vakuum bei 40°; 
die beiden Methoden kénnen, da sie ganz dieselben Zahlen 
ergeben,!) nebeneinander angewandt werden. 

Die verschiedenen Resultate sind in untenstehenden Ta- 
bellen zusammengestellt; die Tab. I, II, I, 1V und IX beziehen 
sich auf véllig normale Individuen. Bei den drei ersten Ver- 
suchen hatte das betreffende Versuchsindividuum am Abend vor- 
her gegessen, sodann bis 12 Uhr am folgenden Tag gehungert 
und danach eine reichliche Mahlzeit genossen. Es wurde da- 
fiir gesorgt, dafh das betreffende Individuum in einigermafen 
regelmiifbigen Zwischenriiumen den Harn entleerte, die ersten 
Stunden nach der Mahlzeit in der Regel jede zweite Stunde. 


Versuch I. Normales Individuum. 











| An- | | 

lotal- | | NH. 

| yon bis zahl seabed - ‘ Bemerkungen 

Stun, N | . oe 4 as 

| | | } | } 

| | den) p.h. | poh. | p. he | 

| 23,.—24. IV. | | gue oe - 

| 23. 4. 65/4 p.m. 4 Stiick 
| |fam.—8am. 7 | 0,575) 0,027; 4,6 | Ochsenzunge mit Gemiise 


| | | | 4 id > regeccea 
2 [8am—10a.m.| 2 | 0,645| 0,038| 5,8 | ¥- £Plannkuchen gegessen. 


3 |10a.m.—12m.) 2 | 0,459{ 0,027; 5,9 | 


Mahlzeit. 4 réomische Pasteten mit 


4|12—2p.m. | 2 | 0,495] 0,021; 42 | — und Schinken, 1*/ 
_ | | ‘ 2 . | Kotelette, 1 Spiegelei und 
5 | 2—4p.m. | 2 0,740} 0,017} 2,3 5 Stick Brot mit diversem 
6 | 4-6p.m. | 2 | 0,945! 0,026} 2,7 | Aufschnitt. 


Wie man sieht, bringen die Versuche eine schine Be- 
stitigung von Loebs Untersuchungen: in allen Versuchen 
findet sich in der Zeit von der zweiten bis zur vierten Stunde 
nach der Mahlzeit eine sowohl absolute als namentlich relative 
Verminderung der Ammoniakmenge. 


') Henriques und Gammeltoft, Gedichtnisschrift den Manen 
Chr. Bohrs gewidmet, Skand. Arch. f. Physiologie 25. Bd., 1911. 
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Im Versuch II z. B. schwankte die absolute Ammoniak- 
menge in der Zeit vor der Mahlzeit von 24—34 mg Ammoniak- 
stickstoff pro Stunde; nach der Mahlzeit fiel sie im Laufe der 
ersten 2 Stunden auf 21 mg und sodann im Laufe der 2 nachsten 
Stunden noch auf 12 mg pro Stunde, und wahrend urspriing- 
lich 4,6—5,5°/o Ammoniak im Verhaltnis zur Gesamtstickstoff- 
menge vorhanden waren, fiel der Prozentsatz wahrend des 
Verdauens die ersten 2 Stunden auf 3,6° 0 und danach auf 
1,.99/o der Gesamtmenge. 


Versuch Il. Normales Individuum 





An- > 
zahl Potal- NH,-N NH, ; 
von bis oO if 9'» sernerkungen 
otun- . 


den p. h. p.h. p. h. 





1 11 p.m.—2 a.m. } 0,732 0,034 4.6 Nichtern 
2 %am—)da.m. 3 0580 0,032 5.5 
] } 


5 a.m.—8 a.m. 0.561 0,027 49 


4 8am—12m. 4 | 0,500 0.024 48 

Mahizeit 
5 |12m.—2p.m.) 2 0,591) 0,021, 3,6 8 Stiick Schinken, 1 Ei, 
6 2—4 p.m. 2 0.635 0.012! 1.9 8—10 St. srot, ‘. St Rind- 
7 4—6 p.m. 2 0.780 0,020 | 25 fleisch. 1 Glas Milch 


Versuch IIl. Normales Individuum 














zabl Diu- Total- NH.-N. NH 
von bis Stun rese N . Bemerkungen 


den ccm. p.h. p-h. 0/9 





1 | 6°/4p.m.—8* 4 2 230 = 1,093 | 0,024 2,2 5 Uhr Abendbrot: 

2 /83/4—10%4p.m. 2 220.) 1,177, 0,017, 1,5 Viel Butterbrot und 
i } 

3 |10%ap.m-2a.m. 34. 250 0,729 0,015 2,0 Mich 

4 | 2—3%am. | 1%! 500 | 1,467| 0,047! 3,2 |,,./ Uhr: 2 Tassen 

ie ied : ‘ pity Milch u. 1 Malzbier 

D/ 3'sam—d = 12 225 O875 0,021 t 


6 | 5—7 2 230 )=—s- 0.846 0.017 
7 7—9 a.m. 2 100) 0,573. 0.023 
2 
2 


tH iO tO 


8  9—11a.m. i10 »=-0,613 0,032) 4,2 
9 11—1a.m. 110 0,680 0,028 ‘1 
Mahlzeit 1 grohe Kalbskote- 
10; 1—3p.m. 90 0,599 0,012 2,0  lette, 2 Spiegeleier 


to to 


») 
7 * rt. \ffal >. tor 
1 i) 0.826 0.021 25 Kar tonmein u Butte f 


11 3—5 p.m. 
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Versuch IV bezweckte eine Messung der Ammoniakmenge 
bei kontinuierlichem Verdauen; wenn naémlich die Schwan- 
kungen der Ammoniakausscheidung auf der Ventrikelsekretion 
beruhen, so sollte man erwarten, bei kontinuierlicher Sekre- 
tion einigermafien dieselben Zahlen der Ammoniakmenge zu 
erhalten: bei dem Versuche erhielt das Versuchsindividuum 
jede Stunde ein halbes hart gekochtes Ei und 2 Stiick Weif- 
brot mit Butter. 

Das Resultat bestiitigte durchaus die oben angefiihrten 
Ansichten; wie aus Tab. IV zu ersehen ist, schwankte die 
absolute Ammoniakmenge wihrend des Versuches nur unbe- 
deutend, und zwar von 21—26 mg pro Stunde, und auch 
die relativen Werte danderten sich nur wenig, niéimlich von 


3,4—3,8/o. 


Versuch IV. Normales Individuum. 

















| ‘Total- NHN) NH, 
Von bis St : a he an Bemerkungen 
| Stun-| | | | 


,den | p.h. | p-h. | Jo 





| 


~ 


| 

| | | 
1 11p.m.-6a.m. 7 | 0,617] 0,033} 5,4 | Am vorhergehenden Abend 
Tee mit Brot, seitdem nichts. 


2} 6—8 am. 2 | 0,473] 0,025} 5,3 


*? = ‘ | ») | AAC € Sp 7 
8) | 8 10 aut. | a | 0.569 0,021 3.7 von 8 a.m.—5 p.m. 
4} 10-12m. | 2 | 0,535] 0,020) 3,7 jede Stunde 


Ve Ei + 2 St. WeiBbrot 
mit Butter 


0,761 | 0,026 
0,704] 0,024! 3,4 


6 | 2—4 p.m. 2 





| 
| 
5) | 12-2p.m. | 2 | 0.660] 0,025| 3,8 | 
| 
| 








| 
4 | 4— 6 p.m. j 2 


Versuch V ist riicksichtlich der Versuchsanordnung mit den 
Versuchen | und II identisch; der betreffende Patient litt an einer 
ernsthaften Aniéimie. Die Blutuntersuc ‘mg ergab ca. 45°/o 
Hiimoglobin (Sahli); die mikroskopische Blutuntersuchung lie- 
ferte keinen Anhalt fiir die Diagnose Anaemia _ perniciosa, 
welches Leiden bekanntlich oft neben einer Achylie vorkommt; !) 
hinzu kommt noch in diesem Falle normaler Index. 


'! U. a. K. Faber. Klin. Untersuchungen. Abt. B. des Reichs- 


hospitals. 1907. 
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Versuch VY. Achylia gastrica, Anaemia gravis. 





An- | Piu- 


Total- 





ba Zé | N ae N } N > 
Von bis _ rese N ER | Naty Bemerkungen 
den| ccm, p.h. | p.h. %o 
1 5—6 p.m. 1 30 | 0,215) 0,013 6 

2 6—10 p.m. f 90 | 0,402 |; 0,023; 5,7 
3 10—2 a.m. 4 90 0.417 0.026; 6,2 
4  2—6 a.m. 4 80 | 0,406 0,025) 61 
5 6—10a.m. + 90 | 0,406) 0,018) 4,7 
6  10—12 m. 2 45 | 0,265, 0,013 4,9 

1 gr. Schweins- 

‘ kotelette, 2 Kier 

Mahlze ; ; 

panlaon Kartoffeln. 

7 | 12—2 p.m. 2 45 | 0,314! 0,020) 6,4 
8 | 2—-4p.m. | 2 | 45 | 0,460; 0,027) 6,0 
9} 4—6 p.m. 2 50 | 0,531 0,024 4.5 


Trotz wiederholter Probemahlzeiten war es nie gelungen, 
im Ventrikelinhalt auch nur eine Spur von freier Salzséure 


Versuch VIL. 


Achylia gastrica. 





An- 





jiu-  Total- | y, a 
| pig {Zant} DU- | Poll NHN] NH, a 
von JIS Stun: rese N | emerKkungen 
iden} ccm | p. h. | p. h. %Jo 
1) 2—6 p.m. 4 170 | 0,400) 0,022) 5,5 
2. 6—10 p.m. 4 170 | 0,535; 0.030, 58 
3 10-2am., 4 270 | 0,462} 0,029) 6,3 
4 > V4 = > | 
4; 2%—6b am. | 4 250 | 0,450) 0,028) 6,2 
5 | 6—10 am.| 4 300 | 0,420} 0,023, 58 
6 10—12 m. 2 70 | 0,270 0,019; 7,0 
1 gr. Schweins- 
Manilzeit kotelette, 1 Bi, 2 St. 
Brot, Kartoffelpurée. 
7 | 12—3 pm. 3 | 100 | 0,257! 0,018) 7,0 
8 3—d) 2 50 0,361) 0,020 5,6 
9 j—7 2 65 = =0,455, 0,026 5.7 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie. LXXV. 
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nachzuweisen; wie man sieht, bildet dieser Versuch gewisser- 
mafien das Gegenstiick zu Loebs Versuchen mit Patienten mit 
Carcinoma ventriculi; nicht nur, daB die ausgeschiedene Am- 
moniakmenge wahrend des Verdauens nicht fiillt; sie steigt 
sogar. Um dies Verhiiltnis zu verstehen, mufi man an folgendes 
erinnern: Nach den Untersuchungen von Kemp!) und anderen 
Forschern hat es sich riicksichtlich der Motilitaétsverhiltnisse 
bei Achyliepatienten gezeigt, dafi die gewohnliche, leicht ver- 
dauliche Ewaldsche Probemahlzeit den Ventrikel schneller ver- 
lift als bei Patienten mit normaler Sekretion; eine derartige, 


Versuch VII. Obstipatio chronica. Gastroptosis. 








= 033 | 40 ; 65 
Ewald 1 62 niichtern 83 
| An- bd a | - » 
1, | Diu- | Total-| NON | 
von bis _ rese N ineneieel me, | Bemerkungen 


| 
den; ccm | p. h.}] p. he | %o | 





| poe Pt. oe 2 'oaoz| e@4 | Abendbrot um 7 Uhr: 
1 | 5—8 p.m. 3 90 | 0,296 | 0,025) 8,4 | Brot und Butter. 


| 
2/ 8-11 pm.| 3 | 60 | 0,282) 0,019] 6,7 
3; 11-2 am.|} 3 | 60 | 0,268} 0,028; 10,4 
3 | 130 | 0,303] 0,022) 7,2 
5 | 5—8 am. 3 | 260 | 0,301 | 0,022; 7,3 
6} 8-12 m. | 4 | 275 | 0,280 0,021] 7,6 


t+ | 2—5 a.m. : 











1 Kotelette, 1 En 

Mahizeit und Kartoffelpurée, 

sehr langsam geges- 

7 | 12—2 pm.| 2 | 175 | 0,333 | 0,023 | 7.0 | sen, danach heftige 
7 Pur. Dna Druckschmerzen und 
S 2—4 p.m. | 2 | 185 | 0,393 | ONS | 5,1 heftigesUbelbefinden. 
4) 4—6 p.m | 2 225 | 0,409) 0,030) 7,3 


| | | | 
10 6—8 pm. | 2 | 105 | 0,403) 0,029} 7,2 
| ’ 





abnorm schnelle Entleerung hat man allerdings nicht an groben 
Retentionsmahizeiten, wie z. B. der Bourgetschen, nachzu- 
weisen vermocht; man mul} aber doch annehmen, dal jeden- 
falls ein Teil der Nahrung, wahrscheinlich des Salzsauremangels 
und des daraus folgenden unvollkommenen Pylorusschlusses 


') Kemp, Kliniske Underségelser over Ventriklens Témmingsforhold. 
Kbh. 1909. 
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wegen den Ventrikel schneller als normalerweise verlabt. In den 
Darm eingetreten, ruft sie in demselben eine alkalische Darm- 
sekretion hervor. Eine solche Sekretion bedeutet fiir den Orga- 
nismus einen Alkaliverlust; es werden mehr Siureionen frei, 
diese verbinden sich mit Ammoniak und werden durch den 
Harn ausgeschieden, wodurch sich dessen Ammoniakmenge 
steigert. 

Versuch VI betrifft gleichfalls einen Patienten mit Achylie. 
Der Unterschied der beiden Fille besteht darin, dai es, wiah- 
rend es im Versuch V nie gelang, durch Magenfunktions- 
proben an dem betreffenden Patienten Salzsiure nachzuweisen, 
beim Patienten von Versuch VI, wo Achylie in Verbindung 
mit chronischer Obstipation vorlag, ein einziges Mal gelang, 
Spuren von freier Salzséure vorzufinden. Im Anschluf daran 
sieht man auch, dafi in der prozent. Menge eine geringe Ver- 
minderung vorliegt, wéhrend sich die absoluten Werte unge- 
fihr unverandert erhalten. 

Versuch VII wurde ausgefiihrt an einem Patienten mit 
chronischer Obstipation, Gastroptose und Hyperchlorhydria, 


Versuch VIII. Hyperchlorhydria lev. gr. Uleus ? 








Ewald 1. Mal 65—82. Ewald spiter ; yo 

ee Fs ere ores ae | = 4 

von bjs |zahl}| Pir | Total | NH,-N] NH, | 

~ a oe, Se | | 

}den |} ccm | p.h. | p. h. | %/o | 

1/ 3-5 pm. | 3 | 110 | 0,385] 0,015} 40 | 

2, 58pm. | 3 | 250 | 0,304| 0,013) 42 | 
3} 8-4 am. | 8 | 328 | 0,252, 0,012) 4,8 
4; 4-8 am. | 4 80 | 0,250 0,015 6,0 
5 8—12m. | 4 |) 325 | 0,289 0,013) 45 

Mahizeit | Kotelette, 1 Ei, 


| Kartoffelpurée. 
6 | 12—2 p.m. | 2 325 | 0,858) 0,019) 5,3 


7/ 24pm, | 2 100 0,423 0,013 3.1 
8| 46pm. | 2 70 | 0,313 0,011) 35 
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Ewalds Probemahizeit, freie Salzsiure 45, Totalaciditit 62; 
niichtern 40 ccm saure Fliissigkeit, deren Titrierung freie Salz- 
siure 65 und Totalaciditit 83 ergab. 

Aus der Tabelle sieht man, dafi auch hier von der zweiten 
bis zur vierten Stunde nach der Mahlzeit eine Verminderung 
eintritt. Interessant ist dieser Fall, weil er die darauffolgende 
Phase, die Zuriickresorption des sehr sauren Magensafts mit 
daraul folgender Vermehrung der Ammoniakmenge, so deutlich 
erkennen lift: dies ist besonders ausgepriigt im ersten Ab- 
satz. Patient ibt um 7 Uhr reichlich Butter und Brot mit Auf- 
schnitt; die Ammoniakmenge fallt danach von 25 auf 19 mg 
oder von 8.4°'o auf 6,7°/o, aber bereits in der 3. Periode ist 
sie wieder auf 28 mg pro Stunde gestiegen, was 10,4°/o0 des 
Totalstickstoffs entspricht. 

Im ganzen werden in Ubereinstimmung mit Schittenhelm 
in diesem Falle relativ hohe Ammoniakzahlen gefunden: dab 
dies nicht allein auf dem niedrigen Totalstickstoff beruht, er- 
sibt sich aus einem Vergleich zwischen Tab. VII und Tab. VIII: 
in letzterer sind die Zahlen der gesamten Stickstoffmenge un- 
gefiihr ebenso niedrig wie in ersterer, ohne dai die prozent. 
Stickstoffmenge gestiegen ist. 

Der Patient von Versuch VIII war urspriinglich als ein Fall 
von Hyperchlorhydrie betrachtet worden, weil die erste Unter- 
suchung ziemlich hohe Siiurezahlen ergeben hatte; durch eine 
Reihe spiiterer Untersuchungen stellte sich indessen heraus, 
dafi die Vermehrung der Séuremenge nur gering war. In 
Ubereinstimmung hiermit ergab die Untersuchung auch Ver- 
hiiltnisse, die ungefihr mit denen der ersten Tabellen zu- 
sammenfallen. 

Versuch IX und X wurden ausgefiihrt, um zu untersuchen, 
ob man durch Eingabe von Natrium bicarbonicum, teils an 
ein normales Individuum, teils an einen Achyliepatienten, die 
Ammoniakmenge des Harns ganz zum Verschwinden zu bringen 
vermag: wie die Tabellen zeigen, war dies nicht méglich, aber 
die Ammoniakmenge sank in beiden Fiillen bedeutend, und 
zwar bis unter 1°/o des Totalstickstoffs und betrug nicht mehr 
als 5—10 mg pro Stunde. 
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Versuch IX. Normales Individuum. 








7 Diu- | Total- ., ile 
hie zahl NH,-N NH, eee 


den ccm! p. h. | p. h. | %o 





1/11—12m.| 1 50 | 0,515 | 0,030 | 5,8) 8a.m.:Hafergriitze, | Zwieback, 
| Kaffee. 
2.12—2p.m.; 2 | 115) 0,610) 0,032 | 5,312: Fleisch in Sauce, Farce, 
| | Brot, Spiegelei. 

3/2—4p.m.}| 2 | 130) 0,819} 0,020 2.4\4: 5g Bicarb. natr. 

( 4—6p.m.| 2 | 200) 0,815| 0,012 | 1,4 5: Brot- und Braunbiersuppe, 4 
| | | St. Schinken, 5g Bicarb.natr. 

5 6—9 p.m.) 3 | 350 0,988] 0,007 | 0,7) 9: 5g Bicarb. natr. 

6 9-12 m.| 3 | 320! 0,913] 0,006 0,7, 11: 5 g Bicarb., natr. 

7 12—8a.m. 8 | verloren | 8: Hafergriitze, Thee, Zwieback. 


| 
8 '8—llam.| 3 300 | 0.870 | 0.005 | 0.5 





Versuch X. Achylia gastrica. Anaemia gravis. 





An- . ee . 
| gah} | Div-| Total- by 1 NH, 


Stun- rese 4 | 
| den |ccm) p. h. | p. h. | %o | 


von bis sJemerkungen 





| | 
| | 


} 
| 


6 Uhr Abendessen: Brot, Auf- 
| schnitt, 1 Ei. — 7 Uhr: Tee, 
| Zwieback, Butter, —8 Uhr: 
| 1 Teeloffel Bicarb. natr. 


| | 
| 8p.m.-8a.m.| 12 | 620, 0,511 0,005 | 1,0 
2 8am.—12m.| 4 | 200 0,420 0,003 | 0.7/9 Uhr a. m., versch. Brot, Tee. 


4 | 425) 0,531} 0,010 | 1,9,51/2 Uhr p.m. Brot, Butter, Eier. 


| | | | Butter. 
| | | 

3 12—4p.m.| 4 | 450) 0,467) 0,008 | 1,712 Uhr m, Bicarb. natr. 1 Tee- 
| | loffel. 


Obige Untersuchungen bestiitigen in allem Wesentlichen 
die von Loeb ausgesprochenen Ansichten. Die nach der 
Mahlzeit eintretende Verminderung der Ammoniakausscheidung 
im Harn ist als regulatorische Erscheinung zu betrachten; fiir 
den Organismus ist es augenscheinlich von der allergréften 
und vitalsten Bedeutung, daB die Wasserstoffionenkonzentration 
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in Geweben und Gewebsfliissigkeiten villig konstant bleibt; wird 
der Gleichgewichtszustand, in dem sich der Organismus ein- 
mal befindet, gestért, und dazu gentigt z. B. die Salzsaéure- 
zuriickresorption in den Darm, so treten sofort kompensatorische 
Kriafte in Tatigkeit; diese bestehen in einer Bindung der tiber- 
schiissigen Siiurenionen an Ammoniak mit darauf folgender 
Elimination durch den Harn, bis wieder ein Gleichgewicht ge- 
schaffen ist. 

Zum Schluf8 ist es mir eine angenehme Pflicht, den 
Herren Prof. Gram, Prof. Henriques und Dr. med. O. V.C. Pe- 
tersen meinen innigsten Dank auszusprechen fiir das grofe 
Interesse, das sie dieser Arbeit gewidmet haben. 


1 
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Die Bestimmung des Traubenzuckers in Harn und Blut. 


Von 
Berthold Oppler. 


(Aus dem Stoffwechsellaboratorium der kgl. Universititsklinik 
fiir psychische und Nervenkrankheiten in Géttingen: A. Cramer.) 


(Der Redaktion zugegangen am 19. August 1911.) 


Von den wenigen  pathologisch-chemischen Befunden, 
welche bisher an Geisteskranken erhoben wurden, erregt die 
von einer Reihe von Forschern hiufig gefundene Glykosurie u. a. 
deshalb ein besonderes Interesse, weil das Auftreten des Zuckers 
im Harn von bestimmten Formen psychischer Strung, vornehm- 
lich depressiven Charakters, abhangig gefunden wurde. Die 
Bedeutung dieser Tatsachen machte neue Untersuchungen 
wiinschenswert, da in einer Mitteilung aus der Cramerschen 
Klinik Ehrenberg,') dessen Arbeit kiirzlich von Tintemann?) 
fortgesetzt und erweitert wurde, die Richtigkeit dieser Angaben 
nur teilweise bestétigen konnte. Im Gegensatz zu Ehrenberg 
und Tintemann konnten Knauer und Schulz) in einer 
auffallend groBen Zahl von Fiillen psychischer Erkrankung 
Traubenzucker feststellen. Die Unsicherheit, weiche in dieser 
Frage herrscht, beruht zu einem erheblichen Teil auf der Un- 
sicherheit der Methodik, welche bei Bestimmung von Trauben- 
zuckermengen unter 0,2 bis 0,1°/o, der Empfindlichkeitsgrenze 
der qualitativen Girungs- und Reduktionsproben im Harne, 
sich stérend bemerkbar macht. Eine Klarstellung der Ver- 
haltnisse erforderte daher als niichste Aufgabe eine verfeinerte 
Methode des Traubenzuckernachweises. Bei der nachfolgend 


') Monatsschr. f. Psychiatr. u. Neurologie, Bd. 25, Heft 1. 
*) Monatsschr. f. Psychiatr. u. Neurologie, Bd. 29, 5S. 294. 
*) Allgem. Zeitschr. f. Psychiatrie 66, Heft 5 enthalt die gesamte 
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beschriebenen Ausarbeitung derselben ergaben sich neue Ge- 
sichtspunkte, welche die urspriingiiche Fragestellung in den 
Hintergrund riickten. 

I. 

Die physikalischen und chemischen Eigenschaften der in 
Ketracht kommenden Harne, sowie die Umstiinde, unter denen 
sie gewonnen wurden, weisen darauf hin, daf sie nicht selten 
erhebliche Mengen von Indikan, Glukuronsiure, Harnsiiure und 
Kreatinin enthalten miissen. Fiir die Bestimmung des Trauben- 
zuckers konnte daher nur die gleichzeitige Anwendung von 
Polarisation, Giirung und Reduktion an dem von diesen 
stdrenden Beimengungen mdglichst gereinigten Harn zum Ziele 
fiihren. Die Wahl unter den verschiedenen neutralen oder 
sauren Reinigungsmitteln war deshalb von vornherein auf Phos- 
phorwolframsiiure und Quecksilbersalze beschriinkt. Letztere, 
als Nitrat, bilden die Grundlage des Verfahrens von Schon- 
dorff,!) das aber, abgesehen von seiner Unhandlichkeit, nicht 
in Anwendung kommen konnte, da die Trennung des Trauben- 
zuckers von den Salzen mit Alkohol leicht zu erheblichen 
Zuckerverlusten fiihrt. Bei Anwendung von Phosphorwolfram- 
siiure ist das nach friiheren Mitteilungen?) nicht zu beftirchten. 
Die Eigenschaften der Phosphorwolframsaéure-Pb-Acetatfillung 
gegentiber den linksdrehenden Substanzen des Blutes lief 
auBerdem Aufschliisse tiber etwaige Beziehungen zwischen den 
linksdrehenden Substanzen von Blut und Harn erhoffen. Auf 
diese Weise gereinigte Harne zeigen nun aufer einer fast 
volligen Entfiirbung eine so betrichtliche Abnahme an links- 
drehender Substanz, dafi deren Nachweis auch mit sehr emp- 
findlichen Apparaten in der Mehrzahl der Fille nicht mehr 
gelingt (Versuch Nr. 8, 9, 10, 13 bis 18); in einer Minderzahl 
aber, wo sie versagt, fiihrt gleichmafige Behandlung verschie- 
dener Proben des gleichen Harnes zu LOsungen von gleichem 
Drehungsvermégen®*) (Versuch Nr. 3, IV., 6, 7, 11 und 12). 

1) Pfliiger’s Archiv, Bd. 121, S. 572—603. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 64, S. 393. 

8) Die beobachteten Linksdrehungen im Harne von Geisteskranken 
zeigen auffallend hiaufig abnorm hohe Werte. Sie sind nicht auf ein- 
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Indessen multe die Angabe von Neuberg,') dal ver- 
gorene Traubenzuckerlésungen hiiufig optisch aktiv sind, zu 
Zweifeln Anlafb geben, ob die Verbindung des Giirungsversuchs 
mit der optischen Bestimmung tiberhaupt zuliissig sei. Die 
Wiederholung der Versuche von Neuberg bestiitigte, dah 
Traubenzuckerlésungen, welche mit destilliertem Wasser be- 
reitet waren, hiiufig nach der Girung rechts drehten, dafi die 
Bildung der rechtsdrehenden Substanzen an die Gegenwart 
von Glukose gebunden ist und sie nicht etwa durch Mazeration 
oder Autolyse aus der Hefe entsteht; gleichzeitig ergab sich 
aber, dab in Harnen bei gleicher Zuckerkonzentration rechts- 
drehende Substanz in sehr viel geringerer Menge sich bildet 
und bei einem Gehalt von 0,5 bis 1°/o Glukose auch mit 
empfindlichen Apparaten nicht mehr nachweisbar ist. 

Bildung linksdrehender Substanz aus Traubenzucker wurde 
bisher weder in H,O-Lésung noch im Harn beobachtet, ohne 
daB damit die Richtigkeit der Angaben Neubergs bestritten 
werden soll. Diese Tatsachen im Verein mit dem Verhalten 
der Phosphorwolframséure zu den linksdrehenden Substanzen 
bieten nun die Moglichkeit, sich der optischen Methode trotzdem 
mit Vorteil zu bedienen. Eine etwa im unvergorenen Harne 
nach vollzogener Reinigung noch bestehende Linksdrehung 
zeigt von vornherein an, dafi mehr Traubenzucker nicht vor- 
handen sein kann, als zur Aufhebung derselben erforderlich 
ist; denn im andern Falle miiSte der Harn rechts drehen. 
Da diese Menge demnach nur duferst gering noch sein kann, 
so ist die Gefahr, optisch aktive Stoffe durch Garung aus 
Traubenzucker zu erhalten, an sich schon sehr klein. Eine 
Téuschung lift sich aber auBerdem noch durch eine Hilfs- 
bestimmung vermeiden. Gibt man nimlich einer zweiten Harn- 
probe mindestens denjenigen Glukosegehalt, welcher aus der 
Linksdrehung des gereinigten, unvergorenen Harnes als hodchste, 





heitliche Substanzen zuriickzufiihren und kommen bei den verschiedensten 
Formen von Psychosen vor. Die Werte betrugen, bezogen auf Glukose, 
z. B. — 0,97 %y, — 0,75°/o, — 0,57 Jo, — 0,50 "0. 


") Biochem. Zeitschrift, Bd. 24, S. 430. 
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mogliche Zuckerkonzentration sich berechnet, dann muB nach 
Beendigung der Giirung die etwaige Bildung aktiver Substanz 
aus Traubenzucker in einer stairkeren Drehung der Hilfs- 
bestimmung, entsprechend ihrem vorher doppelten Zucker- 
gehalt, zum Ausdruck kommen, verminderte und dabei gleiche 
Drehung beider Proben aber beweisen, dai Zucker vergoren 
und aktive Substanz dabei nicht entstanden ist. (Versuch 
Nr. 3—20, mit Ausnahme von Nr. 12, vgl. S. 89.) Téu- 
schungen kénnten nur entstehen, wenn gleichzeitig links- und 
rechtsdrehende Substanzen durch Hefe zerstOrt oder neu ge- 
bildet wiirden. Die grofien Vorziige, welche die HKeduktions- 
methode von Bertrand fiir die Bestimmung des Trauben- 
zuckers vor anderen Verfahren auszeichnet, stellten diese in 
den Vordergrund, nachdem Funk!) die ihrer Anwendung auf 
den Harn entgegenstehenden Hindernisse beseitigt zu haben 
glaubt. Nach Funks Untersuchungen an normalem Harn 
genugt einfache Verdiinnung, um die von Andersen?) ge- 
fundenen, unregelmabigen Wertschwankungen zu verhindern. 
Abgesehen nun davon, daf die mit der Verditinnung verbundene 
Konzentrationsverminderung des Traubenzuckers die Grenze 
seiner Bestimmbarkeit einengt, kann diese Mafinahme doch 
nur dann Erfolg haben, wenn die stérenden Beimengungen 
gegeniiber dem Traubenzucker einen verschwindend kleinen 
Betrag darstellen. Diese Voraussetzung ist aber in den hier 
interessierenden Fiillen hiiufig nicht erfiillt. Als dann weiter 
die Bestimmungen an einem Harn vom spezifischen Gewicht 1008 
sich durch besonderen Mangel an Ubereinstimmung §hervor- 
taten, muften auber der hohen Konzentration, nach Funk 
einer der Hauptursachen der St6rung, noch andere Momente 
eine Rolle spielen. 

Die Beobachtung des Reduktionsvorganges in einer groBen 
Zahl von Versuchen ergab nun, dab die Reduktionswerte stets 
dann auffiillig schwankten, wenn die Reduktion, verglichen 
mit derjenigen reiner Glukoselésungen, verspitet eintrat, wozu 


') Diese Zeitschrift, Bd. 69, S. 72. 
*) Biochem. Zeitschr., Bd. 15, S. 76, 1908. 














2 
* 
% 
‘a 
i 














; pore 
Die Bestimmung des Traubenzuckers in Harn und Blut. 40 


sich fast stets verspateter Siedebeginn gesellte, oder dann, wenn 
wihrend des Siedens Siedeverzug sich einstellte. Damit war klar, 
dafi Temperaturschwankungen dabei eine wichtige Rolle spielen. 
Da nun aber die Reduktion in Traubenzuckerlisungen selbst bei 
81/2 Minuten langer Siededauer, die einer kurzen Erwiirmung auf 
hdhere Temperatur anniihernd gleichzusetzen ist, niemals zu 
Differenzen fiihrt von der GréBe, wie sie im Harn zur Beobachtung 
kommen (Versuch Nr. 1 gegentiber Nr. 515115, 615 115, 1215, 
131V5 VS VI5, 1615, 1715115, 1815115, 20 C5 D17,8), so 
mul dies erhOhte Reduktionsvermégen des Harns auf die Gegen- 
wart von reduzierenden Stoffen bezogen werden, derenReduktions- 
temperatur mit derjenigen des Traubenzuckers nicht zusammen- 
fallt. Als nun auf Grund dieser Uberlegungen, welche in der 
qualitativen Probe von Trommer und Worm-Miiller prak- 
tische Anwendung finden, fiir die quantitative Bestimmung 
bisher aber nicht nutzbar gemacht sind, Zusatz von Siedesteinen 
zur Beseitigung des Siedeverzuges und augenblicklich zu gleich- 
mafig niedrigeren Reduktionswerten fiihrte (Versuch Nr. 1), war 
damit der Weg gewiesen, der zu einer weiteren Verschirfung 
der Traubenzuckerbestimmung fiihren muff: Herabsetzung der 
Reduktionstemperatur durch Erniedrigung des Siedepunktes. 
Durch Zusatz von Alkohol ist das nun leicht zu erreichen und 
unschiédlich, wenn eine bestimmte Menge nicht tiberschritten 
wird. Es war nun zu erwarten, dafi mit der Herabsetzung der 
Reduktionstemperatur die von Bertrand ausgearbeitete Tabelle 
eine Anderung erfahren wiirde. Versuche, welche sich iiber den 
ganzen Bereich der ‘Tabelle erstreckten und fiir die Werte 
unter 10 mg auf die von Moeckel und Frank‘) angegebene 
Tabelle ausgedehnt wurden, ergaben, da die Differenz zwischen 
dem «Alkoholversuch» (Siedepunkt ca. 85°) und dem « Wasser- 
versuch» (Siedepunkt ca. 103°), wie ihn Bertrand ausfiibrt, 
bei genauer Einhaltung der Versuchsbedingungen (5S. 81—83) 
konstant ein Minus von 1 mg Glukose fiir den Alkoholversuch 
betriigt. Einen Ausschnitt dieser Versuche gibt Tabelle | 
wieder. 





'’ Diese Zeitschrift, Bd. 65, S. 323. 
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Tabelle I. (Ausschnitt.) 

Zur Bestimmung dient die 0,5°%/oige, polarimetrisch bestimmte 
Glukoselésung, welche in simtlichen Bestimmungen dieser Mitteilung zur 
Anwendung kam. 

Angewandt Glukose KMnQ,I ccm Cumg Glukose mg 
log tit 69614 


» mg 

1. Alkoholversuch : 1.90 8,8 f 
) Jaccarvers > » 5 ay | 5 : . 
2. Wasserversuch: 2,05 10,7 5 _ Uiederschlag karminrot. 
3. Alkoholversuch: 1,95 9,7 4,5 | 
4. Wasserversuch : 2,00 9,9 4.9. 

10 mg 
1. Alkoholversuch : 3.90 19,4 a 
2. Wasserversuch : #,15 20.6 10,0 | Niederschlag karminrot, 
}. Alkoholversuch : 3,85 18,7 90] rechtzeitig. 
+. Wasserversuch : 4,15 20,6 10,0 

I> mg KMnO, I ccm 

log tit 99968 

1. Alkoholversuch : 2.80 28,0 14,0 
2. Wasserversuch : 3,10 31,0 15,0 | Niederschlag karminrot, 
3. Alkoholversuch : 2.90 29.0 14,0 | rechizeitig. 
t. Wasserversuch : 3,10 31,0 15,0 

20 mg 
{. Alkoholversuch: 3.80 38,0 19,0 
2. Wasserversuch: 4,0) 4M) ,4 20,0 | Niederschlag karminrot, 
3. Alkoholversuch: 3.80 38,0 19,0 rechizeitig. 
t. Wasserversuch: 4,10 41,0 20,5 

25 mg 
!. Alkoholversuch : 4.69 46,5 23,5 
2. Wasserversuch : 5,00 50,0 25,0 { Niederschlag karminrot, 
3. Alkoholversuch: 4,80 18,0 one rechtzeitig. 
t. Wasserversuch: 4.90 49,0 25,0 


Die Tatsache, dali diese Folge von 20 Analysen durch 
keine mifgliickte Bestimmung unterbrochen wurde, zeigt, mit 
welcher Sicherheit die Methode zu arbeiten erlaubt. Es geht 
aus der Tabelle gleichzeitig hervor, daB der absolute Fehler 
der Bestimmung nach Bertrand + 0,5 mg Glukose betrégt. 
Durch diese Feststellung ist ein weiteres Hilfsmittel zur Unter- 
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scheidung bezw. Identifizierung einer reduzierenden Substanz 
mit Traubenzucker insofern gegeben, als Anderungen dieses Ver- 
hialtnisses auf die Gegenwart anderer reduzierender Substanzen 
sogleich die Aufmerksamkeit lenken. Wird Traubenzucker in 
wisseriger oder alkoholischer L6sung von der Alkoholkon- 
zentration des Alkoholversuches nach Bertrand bestimmt, so 
kann man stets beobachten, daB die Abscheidung des Cu,O 
beginnt, bevor noch die Lésung in vollem Sieden sich befindet, 
und seine Farbe ein reines Karminrot darstellt. Setzt man 
dagegen in einer zweiten Probe durch weiteren Alkoholzusatz 
unter Erhaltung des Gesamtvolumens den Siedepunkt noch 
weiter herab, so scheidet sich auch aus reinen Glukosel6sungen 
ein schlechter filtrierbares Cu,O ab, dessen Farbe von der 
Kochdauer. und Konzentration des Alkohols abhiingig ist und 
alle Ubergiinge von schwefelgelb bis karminrot aufweist. Das 
gleiche beobachtet man an Zuckerharnen. Umgekehrt schied 
sich aus jedem bisher untersuchten Harn, auch wenn die 
richtig ausgefiihrte Trommersche oder andere qualitative 
Zuckerproben versagten, ein gelbes bis rotes Cu,Q_ in 
wechselnder Menge ab, wenn die Trommersche Probe 3—4 
Minuten lang gekocht wurde. Die RHotfarbung findet sich 
dann stets an der Stelle des Probierrohres, welche der stiirksten 
Hitzewirkung ausgesetzt war. Das Auftreten von gelbem 
Oxydul beweist demnach, dab die giinstigste Reduktions- 
temperatur oder die richtigen Fiallungsbedingungen fiir die 
betreffende Substanz nicht eingehalten wurden, und mub, falls 
zuckerhaltige Harne trotz Beobachtung der erforderlichen 
Temperatur ein gemischtes Oxvdul aufweisen, notwendig zu 
dem Schlusse fiihren, daB entweder die Ausfillung verhindernde 
oder aber reduzierende Korper zugegen sind, welchen ein 
von Traubenzucker verschiedenes Optimum der Reduktions- 
temperatur zukommt. Da die Versuchsanordnung und die 
Zusammensetzung der gereinigten Harne in allen Fiillen dieser 
Mitteilung praktisch die gleiche ist, so scheidet der durch 
Temperaturschwankungen etwa bedingte Fehler fiir verglei- 
chende Bestimmungen von vornherein aus. Ein Gehalt des 
Harnes an Korpern, welche das Ausfallen des Oxyduls ver- 
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hindern oder erschweren und dadurch eine Verschlechterung 
seiner Eigenschaften bedingen, bildet im Gegensatz zu Funks') 
Angaben ein recht hiiufiges Hindernis bei der quantitativen 
Bestimmung des Traubenzuckers. (Versuch Nr. 2, 3.) Mischt 
man derartigen Harnen kleinste Glukosemengen bei, so wird 
erst von einem gewissen Punkte an der zugesetzte Zucker 
quantitativ wiedergefunden. Diese Grenze liegt fiir verschiedene 
Harne verschieden hoch. Ist sie jedoch erreicht, so findet 
sich manchmal nicht nur der Zusatz, sondern eine Oxydul- 
menge wieder, welche auf Zucker berechnet mehr davon an- 
zeigt, als der Harn tiberhaupt enthalten kann. (Versuch Nr. 2, 
Nr. 3 Il 2.) Wird endlich Harn nach Reinigung mit neutralem 
Pb-Acetat und H,S_ polarisiert und reduziert, und werden 
diese Bestimmungen nach teilweiser bezw. vollstindiger Aus- 
fiillung mit Phosphorwolframsiure-Pb-Acetat-H,S wiederholt, 
so nihert sich in dem Mabe, wie schrittweise Linksdrehung 
und Firbung schwinden, die Beschaffenheit eines vorher gelben 
und schlecht filtrierbaren Oxyduls nach Abscheidungszeit und 
Farbe dem aus reinen Glukosel6sungen stammenden ; in gleichem 
Mabe steigt in traubenzuckerhaltigen Harnen die Zuckermenge 
und sinkt die kleinste Zuckermenge, welche zuckerfreiem oder 
daran armem Harn zugesetzt durch Reduktion sich quantitativ 
noch bestimmen abt. (Versuch Nr. 3, 4, 7, 8, 9—11.) Es gibt 
demnach auch die vollkommenste Ubereinstimmung mehrerer 
Reduktionsbestimmungen selbst bei stimmender Differenz zwi- 
schen Alkohol- und Wasserversuch an sich nicht die Gewahr, 
daf der gefundene Wert den wirklichen Traubenzuckergehalt 
ausdriickt (Versuch Nr. 3 I 2, 3); es muf gleichzeitig das 
Oxydul, wenn es auf Glukose bezogen werden soll, nach Ab- 
scheidungszeit und Farbe den genannten Anforderungen ent- 
sprechen; es mu auBerdem der Nachweis erbracht werden, 
daB Cu,O sich iiberhaupt nicht mehr in Losung befinden kann 
und daf die Gegenwart von reduzierenden Stoffen mit gleichem 
()ptimum der Reduktionstemperatur neben Traubenzucker aus- 
zuschliefen ist. (Versuch Nr. 6.) Da nun aber jeder Harn 
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reduzierende Substanzen enthalt, anderseits namentlich in 
vergorenen Harnen meistens das der ,,Restreduktion‘' ent- 
sprechende Oxydul von fehlerhafter Beschaffenheit ist und als 
nicht weiter verbesserungsfihig sich erweist (Girungsversuche 
in Versuch Nr. 3—5, 7, 9—18), so wird fast stets ein Zweifel 
bestehen bleiben, ob nicht in dem betreffenden Harne vor der 
Gaérung derjenige Teil mitbestimmmt wurde, welcher der Rest- 
reduktion entspricht, und ob nicht ferner umgekehrt bei Be- 
stimmung der Restreduktion im vergorenen Harn ein Teil 
des auf Rechnung der letzteren zu setzenden Oxyduls der 
Bestimmung entging. In beiden Fallen lige der Fehler in 
gleicher Richtung, es wiirde die Reduktion in Verbindung mit 
der Gérung mehr Zucker anzeigen, als in Wirklichkeit vor- 
handen ist. Es folgt daraus weiter, dafi dieser Fehler fiir jede 
Kupferreduktionsmethode Geltung haben mub, gleichgiiltig, ob 
das ausgeschiedene Oxydul oder das in Loésung_ gebliebene 
Kupfer zur Grundlage der Bestimmung gewihlt wird. Kine 
weitere Verscharfung der Bestimmung gelingt aber, wenn zu 
den bisher erwahnten Mafinahmen noch folgende Hilfsbestim- 
mungen treten. 

Die erste derselben dient der Feststellung, dai kein 
Cu,O der Bestimmung entgangen ist. Sie erreicht diesen 
Zweck durch Ermittelung des kleinsten Traubenzuckerzusatzes, 
resp. Verdiinnung auf diesen Wert, welcher quantitativ noch 
bestimmbar ist. Als Grenze wurde meistens ein Wert ent- 
sprechend 5 mg Glukose gewahlt, unter Berticksichtigung der 
Tatsache, da’ die absolute Fehlergréfe + 0,5 mg Glukose 
(Tabelle I) betragt und daf bei positivem Ausfall des Ver- 
suches etwa noch anwesende Spuren von Cu,0 in Ldésung 
haltender Substanz praktisch belanglos sind. Die zweite und 
dritte Hilfsbestimmung gehoren zusammen. Es gilt, durch sie 
zu ermitteln, welcher Anteil der Reduktion sicher anderen 
Substanzen als Traubenzucker zuzuschreiben ist. Das gelingt, 
wenn gleichzeitig die drei ersten Bestimmungen und die Farbe 
des Oxyduls beriicksichtigt werden. Es sind hinsichtlich der 
Farbung desselben 4 Hauptfille médglich, die sich schematisch 
darstellen lassen: 
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I II I] IV 
Alkoholversuch: karminrot karminrot gelb gelb 
Wasserversuch: karminrot gelb karminrot — gelb 


Die zweite Hilfsbestimmung, eine Wiederholung des 
Wasserversuchs mit einer auf 81/2 Minuten verlangerten Koch- 
dauer, wird bei Gegenwart fremder, reduzierender Substanzen 
mit hodher liegendem Optimum nunmehr einen hodheren Re- 
duktionswert geben und hiiufig mit einem Farbenwechsel ver- 
bunden sein. Diese qualitative Reduktion wird einer quan- 
titativen stark angeniihert durch die letzte Hilfsbestimmung. 
Zum Vergleich wird die aus Wasser- oder Alkoholversuch 
berechnete und in letzterem Falle um 1 mg vermehrte Glukose- 
menge (Tab. I) in H,O-Lésung ebenfalls 8'/2 Minuten gekocht. 
Bildet man aus den entsprechenden Versuchen der unver- 
gorenen und vergorenen LOsungen die Differenz, so zeigt sich 
eine iiberraschende Ubereinstimmung. So schematisch wie 
z. B. in Versuch Nr. 17 gestaltet sich aber nicht immer Ver- 
lauf und Berechnung. Bei Beriicksichtigung aller Verhiltnisse 
ergibt sie sich aber zwanglos auch unter den schwierigeren 
Bedingungen z. B. des Versuches Nr. 6. In diesem Falle 
bestehen sie in der gleichzeitigen Anwesenheit von Glukose 
und einer Substanz (vermutlich Jodverbindung), welche schon 
bei der Temperatur des Alkoholversuches erheblich reduziert. 
Hier miissen daher der Berechnung im wesentlichen I 4 und 
ll B 4 zugrunde gelegt werden. Es liiuft demnach das Ver- 
fahren auf eine quantitative Bestimmung durch ,,fraktionierte 
Reduktion hinaus. Als solehe kann sie, dem Wesen einer 
jeden fraktionierten Trennungsmethode entsprechend, nur eine, 
wenn auch weitreichende, anniihernde Genauigkeit beanspruchen 
und mu, da jeder Harn reduzierende Stoffe enthalt, zu hohe 
Werte ergeben. Die Unregelmiibigkeiten werden, wie nunmehr 
verstiindlich ist, beim Alkoholversuch besonders leicht ein- 
treten und dann die Aufmerksamkeit auf die Anwesenheit 
anderer reduzierender Stoffe lenken. Darin ruht der Haupt- 
wert des Verfahrens. Dasselbe wird dann _ niitzlich, wenn 
etwa sich herausstellen sollte, daB aufer Glukose weitere 
reduzierende oder von Hefe zerstérbare Substanzen vorliegen. 
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Die vollsténdige Durchfiihrung der Bestimmungen erfolgte 
nur in einem Teile der Versuche. Der Grund liegt darin, daf 
erst im Verlaufe der Arbeit der Zusammenhang der Erschei- 
nungen und die geeigneten Versuchsbedingungen erkannt 
wurden. Das Ergebnis wird indessen dadurch nachweislich 
(Versuch Nr. 13 I—V1I) zwar nicht beeintrachtigt. Fiir die 
Bewertung der einzelnen Versuchsgruppen ist das aber zu 
beriicksichtigen. Fiir die Ausfiihrung der Bestimmungen sel 
auf die besonderen Vorschriften kurz hingewiesen. 


Ausftihrung der Bestimmungen. 


1. 100 cem des sauren (!) in Toluol aufgefangenen 
Harnes werden nach Ausblasen des Toluols mit abgewogenem, 
‘ein gepulverten, neutralen Pb-Acetat (Kahlbaum) im Uber- 
schuB geschiittelt. Nach 12stiindigem Stehen und volliger 
Kliirung wird zuletzt an der Pumpe abgesaugt, mit H,S 
unter Druck entbleit, filtriert, H,S durch Luftdurchleiten ent- 
fernt, vom § abfiltriert. Mit Pb-Acetat darf keine ‘Triibung 
erfolgen. 

2. In den schon stark entfarbten Harn werden abgewogene 
Mengen krystallisierter Phosphorwolframsaure (Kah|baum)') 
in kleinen Portionen unter Schiitteln eingetragen, bis keine 
Triibung auf weiteren Zusatz mehr erfolgt. Die LOosung farbt 
sich dabei braun bis violett. Man arbeite moglichst an licht- 
geschiitztem Ort. Nach 12stiindigem Stehen im Dunkeln und 
nach volliger Klérung wird an der Saugpumpe klar (!) filtriert. 
Priifung auf Vollstiindigkeit der Fallung. Das Filtrat wird 
mit abgewogenen Mengen neutralen Bleiacetats vollstandig 
ausgefallt und nach 12stiindigem Stehen im Dunkeln wie 
sub 1 weiter behandelt. Sorgfaltig vom phosphorwolframsauren 
blei abfiltrieren! Bei dem empfehlenswerteren, abgekiirzten 
Verfahren fallt die Vorbehandlung nach 1 fort. 

3. Fiir den Garungsversuch werden in je 100 ccm von 
Toluol wie sub 1 befreiten Harnes gleiche Hefemengen, Wiirfel 
von 1 em Seitenlainge, durch Schiitteln gleichmabig verteilt, 


') Priparate anderer Herkunft enthalten haufig freies Chlor und 
sind dann fiir diese Bestimmungen unbrauchbar. 
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nachdem in der Hilfsl6sung mindestens die berechnete Menge 
reinsten, wasserfreien Traubenzuckers (Kahlbaum) aufgelést 
wurde. Nach vollendeter Girung erfolgt Weiterbehandlung 
wie sub 1 und 2. 

4. Fur die polarimetrischen Bestimmungen wurde ein 
Apparat von Schmidt und Haensch mit 3teiligem Gesichts- 
feld von 4 mm Durchmesser bei Beleuchtung mit Na-Licht 
benutzt. Die Loésungen sind in 189,4 mm dieser Schicht farb- 
los oder eben noch erkennbar gelb gefiirbt. Ablesungsfehler 
hochstens + 0,01°. 

5. Bestimmung nach Bertrand: 

Da als zweckmiifbigste Mischung ein Gehalt von 8 ccm 
95° oigem Alkohol sich bewaéhrt hat, so kénnen hochstens 
12 ecm Harn zur Anwendung kommen. Soll mehr beniitzt 
werden, so mul der gereinigte Harn im Vakuum bei niedriger 
‘Temperatur eingeengt und eventuell wie in Versuch Nr. 13 IV 
behandelt werden. Meistens kamen zur Anwendung 10 cem 
Harn, 8 cem 95° oiger Alkohol, 2 cem Wasser. Nach Zusatz 
der Kupfer- und Alkalilésung liegt der Siedepunkt bei etwa 
85° C., derjenige des Wasserversuchs bei ca. 103°. Als 
Glukosezusatz diente eine aus einer 1°/oigen, polarimetrisch 
und nach Bertrand genau bestimmten Stammldsung_her- 
gestellte 0,5° oige Losung, die durch Toluolzusatz vor Ver- 
derben geschiitzt ist. Siedesteine aus gebrannten, nicht 
glasierten Tontellern. Die Abscheidung des Cu,O soll etwa 
23's Minuten nach Beginn des Versuches sichtbar werden 
und ist nahezu beendigt, wenn nach vorausgehender, wellen- 
fOrmiger Bewegung der Oberfliche beim Alkoholversuch das 
Platzen der ersten Blase an der Oberfliache den rechtzeitigen 
Siedebeginn (3 Minuten nach Anfang des Versuches) anzeigt. 
Es wird mit gleich grofer Flamme 3 Minuten weiter gekocht. 
Keim Wasserversuch, der ebenso geleitet wird, ist der Siede- 
beginn scharf erkennbar am Platzen der ersten Blase an der 
QOberfliiche. Sobald die ganze Fliissigkeit siedet, wird die 
Flamme verkleinert; Siededauer 3 Minuten. Vor dem Filtrieren 
wird 1 Minute unter der Wasserleitung gekiihlt. Nachwaschen 
des Niederschlages mit kaltem Wasser. Den Werten unter 
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10 mg liegt die Tabelle von Moeckel und Frank zugrunde. 
Die Titerstellung der Permanganatlosung I nach Bertrand 
und I] von halbem Gehalt nach Moeckel-Frank geschieht 
friihestens 6 Wochen nach ihrer Herstellung. Vor Licht und Be- 
riihrung mit organischem Material (Birettenhahne mit sirupéser 
Phosphorséure oder H,SO, dichten) sorgfiltig geschiitzt, sind 
diese L6sungen dann nahezu unbegrenzt haltbar. Die Be- 
stimmungen gelingen im Harn am schoénsten bei einem Glukose- 
gehalt von 5—d0 mg. bei hoéherem Gehalt kann das schwer 
am Boden liegende Oxydul zu Siedeverzug fiihren und die 
Differenz zwischen Alkohol- und Wasserversuch dann auf 2 
bis 3 mg anwachsen. Da bei einem Gehalt von 5 mg ab- 
wirts der Zeitpunkt der Abscheidung sich nur an einer Dunkel- 
firbung erkennen la{t, mufi die Methode bei einer geeigneten 
Konzentration eingeiibt werden. 


II. 

Das Ergebnis dieser Untersuchungen, tiber welche die 
Versuchsprotokolle Seite 107—132 ausftihrlich berichten, ist in 
Tabelle II Stab 9—11 nach absteigenden Zuckerwerten ge- 
ordnet und zeigt, zundchst fiir die Versuche Nr. 3—11, dab 
mit Ausnahme der Versuche 4 und 6 die Reduktionsbestim- 
mung stets etwas hdhere Werte als die polarimetrische Be- 
stimmung ergeben hat. Versuch Nr. 3 stellt zweifellos einen 
pathologischen Zuckergehalt dar. In allen tibrigen Versuchen 
lberschreiten die absoluten Zahlen jedoch nicht jene Grenze, 
welche die innere Medizin als im Bereiche des Physiologischen 
legend und daher als belanglos vernachlassigt. Unter Zu- 
grundelegung der auf polarimetrischem Wege erhaltenen Zahlen 
zerfallen die Versuche in 2 Gruppen, umfassend die Versuche 
Nr. 3—7 und die Versuche Nr. 8—11. Gegeniiber einem 
deutlich nachweisbaren Traubenzuckergehalt in Gruppe | kann 
derselbe fiir die Gruppe II den Wert von 0,01°/o nicht iiber- 
schreiten, welcher dem Ablesungsfehler des Apparates von 
~ 0,01° = Q,01°/o im 189,4 mm-Rohr entspricht. Betrachtet 
man daher die optische Methode als die zuverlassigere, so 
erhebt sich ein Zweifel, ob fiir diese Fille die Annahme von 
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Traubenzucker iiberhaupt berechtigt ist. Die nach den _bis- 
herigen Auseinandersetzungen an sich unwahrscheinliche An- 
nahme, dali die Reduktionsbestimmung als die genauere zu 
betrachten sei, wiirde verlangen, daf eine linksdrehende ver- 
siirbare, aber nicht reduzierende Substanz in den Versuchen 
einen ‘Teil der Rechtsdrehung verdeckte. Der Einwand, daf 
diese geringen Werte der Beobachtung entgangen sein kOnn- 
ten, wird durch die Feststellung zum Teil gleicher Werte 
(Versuch Nr. 7) gegenstandslos. Die Anwesenheit linksdre- 
hender Substanzen in jedem der untersuchten Harne (Stab 8 
Tab. Il), das Verhalten der Harne beim Kochen mit alkalischer 
Cu-Lésung bei negativem Ausfall der Pentosenreaktionen, ein 
stets nachgewiesener und_ hiiufig betrichtlicher Indikangehalt 
weisen in erster Linie auf Glukuronsiurepaarlinge hin. Fiir 
ihre vermehrte Bildung und Ausscheidung bilden die mit den 
Psychosen so ungemein haufig verbundenen Verdauungs- 
stOrungen eine hinreichende Erklérung. Indessen zeigte sich, 
daf} keine der im Harn bisher gefundenen Glukuronsdurever- 
bindungen vom Glukosidtypus') die Voraussetzungen, Links- 
drehung, Vergiirbarkeit durch Hefe und Resistenz gegen alkal- 
ische Cu-Losung, gleichzeitig erfiillt. Daher kénnen diese 
ebensowenig in Frage kommen, wie etwaige, im Harn bisher 
nur unter bestimmten, experimentellen Bedingungen aufgefun- 
dene Glukuronsduren vom KEstertypus.?) Etwa in Freiheit 
gesetzte Glukuronsiiure aber dreht rechts und wiirde, da sie, 
wie ein eigens angestellter Versuch, vgl. 5S. 88 Anmerkung, 
lehrte, durch fraktionierte Reduktion von Traubenzucker nicht 
zu trennen sein. Sie mii®te daher zu einer Vergréferung des 
eduktionswertes fiihren. 

Die Untersuchungen von F. Ehrlich®) iiber die Vergar- 
harkeit von Aminosiiuren, desgleichen von O. Neubauer?) 
und Fromherz tiber Ketonséuren, die Mitteilungen von Neu- 


') Neuberg in Oppenheimers Handbuch der Biochemie. 
Jaffé, Diese Zeitschr., Bd. 43,5. 374, Magnus-Levy, Biochem. 
Zeitschr., Bd. 6, S. 502, Neuberg, Berl. klin. Wochenschr. 1911 S. 798. 
) Litteratur bei Neubauer und Fromherz. 
‘') Diese Zeitschr., Bd. 70, S. 326. 
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berg, Hildesheimer und Tir!) tiber kohlenhydratfreie Gé- 
rungen legten weiter die Erwiigung nahe, ob nicht etwa optisch 
aktive Substanzen unbekannter Natur das Ergebnis der polari- 
metrischen Bestimmung vielleicht teilweise verdeckt haben 
kOnnten. Es wurde daher eine nur durch Filtration gereinigte 
Mischprobe aus siimtlichen Sammelharnen Gesunder, Gruppe III 
der Tabelle II, die spéter noch ausfihrlich zu besprechen 
sind, polarisiert. Dieselbe ergab im 100 mm-Rohr eine Drehung 
von —0,06°. Sie wurde dann mit Hefe 18 Stunden bei 28° 
gehulten, die Hefe durch sorgfiltiges Filtrieren ohne jeden 
Zusatz entfernt. Der polarimetrische Wert wies keine Ande- 
rung auf. Einen weiteren Beweis bringt Versuch Nr. 13. 
Wiirde eine nicht reduzierende, linksdrehende, vergirbare 
Substanz die Rechtsdrehung verdecken, so mtifite in der zehn- 
fach konzentrierten LOsung Links- oder Rechtsdrehung auf- 
treten. Ihr Ausbleiben beweist, dafi entweder optisch aktive 
KOrper von gleichem, aber entgegengesetztem spez. Drehungs- 
vermogen vorliegen oder aber, dai tiberhaupt keine optisch 
aktiven Substanzen mehr anwesend sind. Die erste Annahme 
ist zu unwahrscheinlich, um in Erwagung gezogen werden zu 
kOnnen. Der Unterschied in den Ergebnissen beider Bestim- 
mungsmethoden kann daher nur durch die Gegenwert redu- 
zierender, von Hefe angreifbarer Substanz erklart werden, 
welche optisch inaktiv oder so schwach aktiv ist, dab sie mit 
Traubenzucker nicht identisch sein kann. Einen Beweis fiir 
die Richtigkeit dieser SchluBfolgerung erbringt Versuch Nr. 13 
1V—VI in einwandfreier Weise. Die Frage nach der Natur 
dieser Substanzen fiihrt, von einzelnen Fallen abgesehen, iiber 
Vermutungen nicht hinaus. Die Art der Harnreinigung macht 
es in hohem MaSe wahrscheinlich, dai fiir die Ausfillung 
neben der Bildung unléslicher, chemischer Verbindungen mit 
den Fiillungsmitteln eine wesentliche Bedeutung die Fiallung 
durch Adsorption besitzt. Es wird daher nicht sowohl einer 
einzelnen, reduzierenden Substanz als vielmehr dem Gemenge 
des der Fallung entgangenen Restes der gesamten, reduzieren- 


', Biochem. Zeitschr., Bd. 31, S. 170; Bd. 32, S. 323. 
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den Substanzen das verbleibende Reduktionsvermégen zuzu- 
schreiben sein (Versuch Nr. 13, 1—VI). Daf dabei auBer Harn- 
siiure und Kreatinin noch weitere Substanzen beteiligt sind, 
machen eine Reihe von Beobachtungen wahrscheinlich. Wird 
nimlich Harn mit Phosphorwolframsiéure ausgefillt, so tritt 
in den verschiedenen Harnen mit wechselnder Schnelligkeit, 
hiiufig aber innerhalb weniger Sekunden, eine violette Ver- 
fiirbung der Lésung unter Abscheidung eines braunvioletten 
Kérpers (Harnsaureverbindung?) ein, welcher beim Filtrieren 
in Tropfenform auf der Phosphorwolframsaurefallung sich aus- 
breitet. Eine derartige violette Verfirbung wird stets beob- 
achtet, wenn Phosphorwolframséure durch organische Sub- 
stanzen teilweise reduziert wird. Da Fiillung im Dunkeln 
nichts daran andert, so kann nach friiheren Feststellungen') 
Traubenzucker als Reduktionsmittel nicht in Frage kommen. 
Mit Pb-Acetat und H,S gereinigte Harne nehmen, wenn sie 
s—14 Tage der Einwirkung von Licht und Luft ausgesetzt 
werden, unter Abscheidung eines krystallisierenden Nieder- 
schlages (vermutlich Harnsiure), nicht selten wieder deutliche 
Harnfarbe an. Es liegt daher die Annahme nahe, dab die 
Farbstoffe des Harnes oder ihre ungefirbten Chromogene bei 
der Reduktion wesentlich beteiligt sind. Das Reduktionsver- 
mégen des Urochroms wurde kiirzlich wieder von Funk?) 
gezeigt. Nach Untersuchungen von Weif*) und Grimbert?*) 
sind im Harne Chromogene vorhanden, welche durch Oxydation 
unter Mitwirkung des Lichtes in Urochrom bezw. Urobilin tiber- 
gehen. In keinem der untersuchten Harne wurde ferner 
Indican vermift, welches einige Male in betrachtlicher Menge 
nachzuweisen war.°) Wenn auch die Existenz der Indoxyl- 





a c 


Cc. 

‘) Biochem. Zeitschr., Bd. 30, S. 333. 

4) C. r. de l’Acad. des sciences, Vol. 152, p. 727. 

*) In Harnen, welche ungereinigt eine zweifelhafte oder violette 
Indicanreaktion gaben (Ausschluf von Jod!), fiel nach der Reinigung die 
Reaktion von Jaffé-Obermayer stets positiv aus und zeigte rein blaue 
Farbung. Die Beobachtung diirfte fiir die quantitative Indicanbestimmung 
sich vielleicht als niitzlich erweisen. 
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glukuronséure, welche nach Daiber!) durch Hefe gespalten 
und vergoren wird, und noch weniger der Skatoxylglukuron- 
siiure als gesichert gelten kann, so geht doch aus den Unter- 
suchungen von Baumann die Tatsache hervor, daB Indoxyl- 
schwefelsiiure nicht die einzige Substanz ist, aus welcher 
durch Oxydation eines farblosen Chromogens das Harnindigo 
gebildet wird. Die Griinde, welche fiir die Gegenwart von 
Glukuronsiiure sprechen, wurden zum Teil bereits erwéhnt. 
Hervorzuheben ist der in einzelnen Harnen deutlich positive 
Ausfall der Millonschen Reaktion, welche, selbstredend bei 
Abwesenheit von Eiweif, namentlich in indikanreichen Harnen 
nicht selten eine bemerkenswerte Stiirke erreicht und bei den 
verschiedenartigsten Psychosen zur Beobachtung kommt. Die 
positive Millonsche Reaktion weist auf die Gegenwart von 
Phenolen hin und ist in diesem Zusammenhang von Bedeutung, 
weil kirzlich Neuberg*) eine optisch inaktive Salicyl- 
vlukuronsiiure im Harn gefunden hat, fiir deren Struktur er 
den Estertypus annimmt. Diese Verbindung verhalt sich beim 
Erwiirmen mit alkalischer Kupferldsung wie die hier vor- 
liegenden Harne. Da aber die gepaarten Glukuronsiuren vom 
Kstertypus aéuberst leicht spaltbar sind, so wiirde die Gegen- 
wart derartiger Substanzen bei der Reduktion kleinste Mengen 
Traubenzucker vortéuschen kénnen, ohne daf ihre Gegenwart, 
dem geringeren Drehungsvermégen der Glukuronsiure  ent- 
sprechend, bei der polarimetrischen Bestimmung sich zu er- 
kennen geben miibte. 3) 

Als weitere Ursachen, welche in den mitgeteilten Fallen 


') Schweiz. Wochenschr. fiir Pharmaz., Bd. 33, S. 229 (1895). 

*) Berl. klin. Wochenschr. 1911, S. 798. 

') Eine Abgrenzung der Glukuronséure von Traubenzucker durch 
fraktionierte Reduktion gelingt nicht. Die Urochloralséure ist bis zu 
einem gewissen Grade, aber nicht quantitativ abgrenzbar. Beide liefen 
sich ebenso wie auch Glukosamin nach dem Bertrandschen Verfahren 
in schénster Weise bestimmen, wenn eine entsprechende Umrechnung 
der Tabellen vorgenommen wiirde. Die zu den Versuchen verwandte 
Urochloralsiure und Glukuronséiure wurden mir in _liebenswiirdigster 
Weise von Herrn Geheimrat Tollens tberlassen, dem ich auch an dieser 
Stelle herzlichst Dank sage. 
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dem Harne Reduktionskra{t verleihen, kommen Medikamente 
in Frage (Versuche Nr. 6, 9). 

In Versuch Nr. 6 handelt es sich um eine leicht oxy- 
dierbare Jodverbindung, welche durch abgespaltenes Jod das 
iiber dem gereinigten Harn stehende Toluol violett fiirbte 
und als solches identifiziert wurde. In dem Versuche Nr. 9 
muBte der saure Harn, dessen Reaktion nur durch? fort- 
gesetzte Urotropingaben zu erreichen und zu erhalten’ war, 
bei der Reduktionsbestimmung kleinste Mengen von Formal- 
dehyd bilden. Als einziger unter etwa 40 bisher untersuchten 
Fiillen, bei dem die optische Bestimmung versagte, ist der 
Versuch Nr. 12 bemerkenswert. Unter der Einwirkung der 
Hefe ist eine deutliche Rechtsdrehung in einem urspriinglich 
linksdrehenden Harne bei Erhaltung der sauren Reaktion ein- 
getreten. Daf diese rechtsdrehende Substanz jedoch nicht 
aus Traubenzucker hervorgegangen ist, beweist die Hilfsbe- 
stimmung mit Glukosezusatz. Aus der Bestimmung nach 
Bertrand folgt, dai als reduzierende Substanz Traubenzucker 
in der Hauptsache nicht in Frage kommen kann. Ob in 
diesem Falle eine linksdrehende Substanz vergoren, bezw. eine 
aktive oder inaktive aufgespalten (gepaarte Glukuronsiure ?) 
oder schlieBlich eine rechtsdrehende neu gebildet wurde, ist 
nicht zu entscheiden. Der Versuch ist von Bedeutung als ein 
objektiver Beweis dafiir, daB im Harn durch Hefe angreifbare 
Stoffe (s. Anmerk. S. 90) vorkommen, welche nicht mit Trau- 
benzucker identisch sind, trotzdem sie alkalische Kupferldsung 
reduzieren. Fiir die vorliegende Frage wiire es von Wichtig- 
keit, wenn sich die Angabe Hildebrandts!) bestatigte, dab 
glukuronsaures Alkali durch Hefe vergirbar sei. Indessen 
konnte in 2 Versuchen weder fiir Glukuronsiiure?) noch ihr 
Kaliumsalz bei Gegenwart von Glukose in Harn mit natiir- 
licher, saurer Reaktion eine Vergirbarkeit durch Hefe (48 St. 
bei 28° C.) festgestellt werden, obwohl durch volliges Ver- 
schwinden des Zuckers die Girtiichtigkeit der Hefe und die 
Garfiihigkeit der L6sung nachweisbar war. Ist demnach auch 

') Beitriige z. chem. Physiol. u. Pathol. (1906) Bd. 7, 5. 438. 


” 


*) Anmerkung S. 88. 
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bisher im Harn des Gesunden ein bestimmter, chemischer 
Korper nicht aufgefunden, welcher alkalische Kupferlésung 
reduzierte, von Hefe zerstOrt wird, dabei aber in der Kon- 
zentration des vorliegenden Versuchs optisch inaktiv ist, so 
kann diese Tatsache dennoch nicht ftir eine hédhere Bewertung 
der Reduktionsmethode gegeniiber der polarimetrischen ins 
Gewicht fallen, wenn man die Tatsache anerkennt, dali diese 
reduzierenden Substanzen sicher zu einem erheblichen Teile 
den Kest des der Ausfillung entgangenen Gemenges und nicht 
eine einzelne, reine Substanz darstellen (Versuch Nr. 13). 
Da niimlich zu den Garversuchen eine zwar stets frische 
Prebhefe aus einer Biickerei bezogen, Mafinahmen fiir einen 
aseptischen Verlauf hingegen nicht getroffen wurden, so ist 
eine Mitwirkung von Bakterien kaum auszuschlieben und mit- 
hin der Anteil nicht zu bemessen, welcher auf Rechnung von 
Hefe- und Bakterienwirkung entfallt. Ein Umschlag in alka- 
lische Reaktion wurde zwar niemals beobachtet. Die meistens 
stark saure Reaktion der stets sauren Harne, die kurze Dauer 
der Girung, durehschnittlich 15 Stunden bei 28° C., bilden 
dafiir einen zureichenden Grund. So lange aber vor allen 
Dingen die Natur der tibrigen Substanzen vom Charakter der 
Kohlenhydrate nicht feststeht, welche regelmabig im Harne vor- 
handen sind, kann die Tatsache, daB der Harn reduzierende 
und durch Hefe zerstOrbare bestandteile!) enthalt, weder als 
ein Beweis fiir die Identitét dieser Substanzen mit Trauben- 
zucker noch auch als ein Beweis ftir die grébere Zuverlissig- 
keit der Reduktionsmethode im Vergleich zur polarimetrischen 
Bestimmung anerkannt werden. Beobachtung und Versuch 
fiihren mithin ebenfalls zu dem auf Grund _ theoretischer, 
experimentell begriindeter Erwiagungen bereits gezogenen 
Schlu8, dafB~ die quantitative Bestimmung des Trauben- 
zuckers im Harn durch fraktionierte Reduktion zu hohe 
Werte ergibt und deshalb als die ungenauere gegeniiber der 
Bestimmung durch Polarisation anzusehen ist. Wenn nun 


‘) Der Ausdruck ,,vergarbare“’ wird in diesem Zusammenhange 
absichtlich vermieden, da es sich ja vielleicht auch um anorganische 
Substanzen handeln kénnte. 
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trotzdem in den Versuchen der Gruppe I (Tab. II) mit deut- 
lichem Traubenzuckergehalt die Differenz des nach beiden 
Verfahren ermittelten Wertes in engen Grenzen nahezu die 
gleiche Gréfe aufweist wie in den Versuchen der Gruppe II, 
die absolute Gr6éfe dieser Differenz aber dem Werte von 
0,04°/o nahe kommt, welchen Lavesson') als Konzentration 
des Traubenzuckers im normalen Harn neuerdings annimmt, 
so muB diese Tatsache die Zweifel erheblich verstiirken, zu 
welchen der polarimetrische Befund in Gruppe II den ersten 
AnlaB gegeben hatte. Es erwiichst daraus die weitere Auf- 
gabe, die Tatsachen einmal kritisch zu_ priifen, welche den 
Beweis ftir die Existenz einer physiologischen Glykosurie 
bilden. Als solche sind anerkannt die Darstellung des 


Phenylglukosazons und der Glukosebenzoylverbin- 
dungen aus Harn von Gesunden. 


Da Fruktose ein mit Phenylglukosazon identisches, Glu- 
kuronsaure unter anderen ein auch hinsichtlich des Schmelz- 
punktes zum Verwechseln dhnliches, von P. Mayer?) dar- 
gestelltes Osazon bildet, Maltosazon nur um 1° hoher schmilzt, 
jeder normale Harn aber die Ebene des polarisierten Lichtes 
nach links dreht, Glukuronsaure und weitere kohlenhydratartige 
Substanzen*) unbekannter Natur enthalt, so muf es fiir die 
Bewertung der Osazone von wesentlicher Bedeutung sein, in 
welcher Weise sie erhalten und bestimmt wurden. Es scheiden 
daher von vornherein alle diejenigen aus, welche aus nicht 
vorbehandeltem Gesamtharn oder aus dem ammoniakalischen 
Bleisalzniederschlag dargestellt wurden. Ebensowenig Beweis- 
kraft kommt solchen Osazonen zu, welche aus Krystallform, 
Schmelzpunkt und Verhalten zu Loésungsmitteln identifiziert 
wurden, da es sich stets um Gemenge handelt, welche Losungs- 
mitteln gegeniiber sich ganz anders als reine KOrper verhalten 
kOnnen. 

Zur Unterscheidung von Maltosazon wiire die Elementar- 





1) Biochem. Zeitschr., Bd. 4, S. 40. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 29, S. 59. 
*) Hammarsten, Lehrbuch d. phys. Chemie. 
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analyse erforderlich. Entscheidend wire neben allem Ubrigen 
das optische Verhalten in alkalischer Pyridinlésung nach Neu- 
berg.!) Diesen Anforderungen entspricht jedoch keines der 
aus normalem Harn dargestellten und in der Literatur an- 
sefiihrten Osazone, und daher kann der darauf begriindete 
Beweis als erbracht auch nicht anerkannt werden. 

Nachdem Wedenski?) mit Hilfe des Baumannschen®) 
Verfahrens die Benzoylester von Kohlenhydraten aus normalem 
Harn dagestellt hatte, versuchte Baisch*) die Einwinde zu 
entkriiften, welche von Salkowski*) gegen die Deutung der 
Befunde Wedeuskis erhoben wurden. Die Untersuchungen 
von Baisch haben in der Folgezeit eine Widerlegung nicht 
gefunden und sind als Beweis fiir die Existenz der physio- 
logischen Glykosurie in die Lehrbiicher itbergegangen. Baischs 
Arbeiten fiihrten zu dem Ergebnis, da’ die aus normalem 
Harn gewonnenen Benzoylverbindungen bei der Verseifung 
mit Na-Athylat u. a. eine rechtsdrehende Lésung_liefern, 
welche mit Hefe unter Bildung der entsprechenden CO,-Menge 
vergirt, alkalische Cu-Lésung reduziert und ein Osazon bildet, 
dessen Schmelzpunkt und N-Gehalt dem Phenylglukosazon 
entspricht. Zur Gewinnung des Osazons fillte Baisch den 
Harn mit NaOH, lieB tiber Nacht absitzen und benzoylierte 
das Filtrat. Das Estergemenge gab nach der Verseifung eine 
ziemlich stark braun gefiirbte» L6sung. Diese wurde mit 
neutralem, dann basischem Bleiacetat gereinigt und nach Ent- 
fernung des «nicht unbetréchtlichen Niederschlags» mit H,S 
entbleit. Die Losung entsprach polarimetrisch einer 1°/oigen 
Glukoselésung und lieferte 0,75 g Osazon: ein Parallelversuch 
mit 1° oiger Glukoselésung dagegen 1,50 ¢ Osazon. Aus der 
(resamtmenge der Bonzoylester berechnete Baisch denjenigen 
Anteil derselben, welcher dem normalen Traubenzuckergehalt 
des Harnes entspricht, konnte diesen aber nicht so gering 


‘; Ber. d. Deutsch. chem. Gesellsch., Bd. 32, S. 3384 (1899). 
Diese Zeitschr., Bd. 13, S. 122. 
Ber. d. Deutsch. chem. Gesellsch., Bd. 19, S. 3220. 
') Diese Zeitschr., Bd. 18, S. 193; Bd. 19, S. 339. 
Diese Zeitschr., Bd. 17. 
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finden wie Seegen, welcher ihn auf hodchstens 0,006 °/o 
berechnet. Da die Bezoylierung nicht anniihernd quantitativ 
verlauft, stellen die Werte von Baisch Minimalzahlen dar, 
welche hinter der Wirklichkeit zweifellos zuriickbleiben. 
Wichtig ist, dafi das Estergemenge nur zu einem Teil aus der 
Glukoseverbindung bestand, der Rest hingegen die bBenzoyl- 
verbindung von 2 weiteren Kohlenhydraten enthielt. 
Wurde anstatt mit NaOH die Reinigung des Harnes mit 
Pb-Acetat und H,S bewirkt, so erhielt Baisch 
nach Fiillung mit Pb-Acetat im Filtrat 65°/o, 

. > »  -++NH, im Filtrat etwas weniger 
als 63°/o derjenigen Benzoylestermenge, welche nach Reini- 
sung des Harnes mit NaOH zu erzielen war. Es erhellt aus 
diesen Zahlen, dafi die Behandlung des Harnes mit Pb-Acetat, 
die, wie nachgewiesen wurde, die linksdrehenden, fiirbenden 
und reduzierenden Bestandteile, aber nur unvollkommen ent- 
fernt, zugleich auch die Ausbeute an Benzoylestern erheblich 
vermindert. Fliickiger,!) welcher das Reduktionsvermogen 
des Harnes nach Bleibehandlung quantitativ verfolgte, kommt 
zu folgendem Ergebnis. An reduzierender Substanz wurden 
bei Ausfallung des Harnes erhalten 


1. mit Bleizucker im Niederschlag 15°/o, im Filtrat (a) 60° 
2. aus a mit Bleiessig > > 20) °/o, (b) 15° 
3. » b » » +WNH, » » 10°%o, » Spuren 


Total im Niederschlag 45°/0, verschwunden 55° o 

Es geht demnach, wie zu erwarten war, ein erheblicher 
Teil der reduzierenden Substanzen in die Bleiniederschliige 
liber. Aus der mit Bleiessig gewonnenen Fillung konnte 
Baisch?) nach der Zerlegung mit H,S wiederum eine geringe 
Estermenge gewinnen. Unterwarf er ferner*) die in gewohnter 
Weise nach Verseifung der Ester gewonnene, Traubenzucker 
enthaltende Losung der Hefegiirung und reinigte erst nach 
beendigter Garung mit neutralem und basischem Pb-Acetat, 





') Diese Zeitschr., Bd. 9, S. 340. 
*) I. c. Bd. 18, S. 199. 
5) 1. ec. Bd. 19, S. 364. 
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so zeigte in einem Falle!) die Lésung eine schwache Rechts- 
drehung und lieferte ein Osazon vom Schmelzpunkt 175—180°. 
Sie gab Furfurolreaktion und mit Benzoylchlorid -—- NaOH eine 
in H,O unlosliche Verbindung. Es steht somit auBer allem 
Zweifel, dah ein Teil derjenigen Substanzen, welche die 
Benzoylester lieferten, manche Eigenschaften von Kohlenhydraten 
besitzen und als solche auch von Salkowski bereits aner- 
kannt worden sind. Sie unterscheiden sich aber von Trauben- 
zucker, wie die Verminderung der Ausbeute auf 65 °lo bei 
Behandlung mit neutralem Pb-Acetat zeigt, durch ihre Fill- 
barkeit gegeniiber diesem Fiillungsmittel. Daf diese Substanzen 
bei dem von mir angewandten Reinigungsverfahren zu einem 
iiuberst geringen Betrage in dem Filtrat sich finden und daher 
bei der fraktionierten Reduktion erkannt werden miissen, wurde 
eingehend erdrtert. Auf Schwierigkeiten stO{t man erst, wenn 
man mit Baisch Traubenzucker als eine Quelle der Ester 
annehmen will. Die Tatsache néimlich, daf ihre Gewinnung 
aus alkalischer Lésung erfolgte und trotz stundenlanger Alkali- 
wirkung gerade aus derartigen Lésungen die besten Ausbeuten 
erzielt wurden, ist mit den Ergebnissen der neueren Forschung ?) 
iiber die Kinwirkung von Alkalien auf die Zuckerarten nicht 
in Einklang zu bringen. Es wire vo6llig unverstiindlich, wie 
gerade unter diesen Bedingungen die verschwindend kleinen 
Mengen von Traubenzucker der Alkaliwirkung hitten stand- 
halten sollen. Da anderseits aber Baisch Glukosazon aus 
den Estern zweifellos erhielt und bei der Sorgfalt der Unter- 
suchung ein Zweifel nicht erlaubt ist, so bleibt nur die An- 
nahme tibrig, dal die Glukose von Baisch nicht primar im 
Harne vorhanden war, sondern aus einer anderen Substanz 
sekundir hervorgegangen ist. Fiir diese Annahme sind in der 
Tat eine Reihe von Vorbedingungen insofern gegeben, als die 
Gegenwart von anderen, ihrer Natur nach nicht sicher bekannten 


') l. ec. Bd. 19, S. 364. 

*) Lobry de Bruyn und vy. Ekenstein, Rec. d. travaux chim. 
des Pays-Bas, Bd. 15, S. 92. Jolles, Bioch. Zeitschr. Bd. 32, S. 97; 
Bd. 33, S. 252; P. Mayer, ebenda, Bd. 32, S.1; Nef, Liebigs Annalen, 
357, 294; 376, 1—119. 
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Kohlenhydraten von Baisch ja festgestellt wurde. Uberein- 
stimmend fanden weiter alle Autoren,!) welche sich mit den 
Benzoylverbindungen des Harnes befabten, daf die erhaltenen 
Ester regelmibig einen nicht unbetriichtlichen N-Gehalt auf- 
wiesen, fiir welchen eine befriedigende Erkliirung nicht gefunden 
werden konnte. Dieser und ein gleichzeitiger auch von Baisch 
bestatigter Gehalt an S bestimmten Salkowski zu der An- 
nahme, dai es sich um Eiweibverbindungen handele. Ob der 
neuerdings gefundene geringe Gehalt des Harnes an Amino- 
siiuren?) ausreicht, um den N-Betrag zu decken, erscheint 
zweifelhaft. Salkowski*) hat dann spiiter im Harn einen 
nicht dialysierbaren Stoff entdeckt, welcher bei der weiteren 
Verarbeitung schlieBlich eine Substanz lieferte, welche Metall- 
oxyde in alkalischer Loésung reduzierte, N enthielt, durch 
Phosphorwolframséure fallbar war und auf Grund dieser und 
einer Reihe weiterer Eigenschaften als ein, wenn auch in 
reinem Zustande bisher nicht isolierter, Aminozucker von ihm 
angesprochen wird. Es ist nun von dem gr6éfiten Interesse, 
dah Glukosamin, welches von Friedr. Miiller*) im Mucin 
der Respirationsorgane als Baustein kérpereigener Sekrete 
des Menschen nachgewiesen wurde, einerseits Benzoylver- 
bindungen liefert, welche von Baumann) dargestellt sind, 
anderseits ein Osazon°) bildet, welches mit dem aus Glukose 
und Fruktose gewonnenen identisch ist. Da ferner der freie 
Aminozucker, dessen HCl-Verbindung nicht vergirbar ist, aus 
seinen Salzen mit Na-Methylat*) in Freiheit gesetzt wird und 
Baisch mit Na-Athylat die Benzoylverbindungen verseifte, 
so liegt die Annahme nahe, daf die von Baisch gewonnene 
Glukose ein Laboratoriumsprodukt ist und sekundér aus einem 
Glukosamin enthaltenden, héheren Komplex gebildet wurde. 





) be. 

*) Hammarsten, Lehrbuch der phys. Chemie. 

5) Berl. klin. Wochenschr., 1905. 

4) Sitzungsbericht der Gesellsch. der Naturw. Marburg 1896, 1898, 
Zeitschr. f. Biolog., Bd. 42. 

5) Berichte d. chem. Gesellsch., Bd. 19, S. 3220. 

°) Tiemann, Berichte chem. Gesellsch., Bd. 19, S. 49 und 155. 

*) Hoppe-Seyler-Thierfelder, Handbuch. 
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Die Moglichkeit, dai der nicht aufgeklérte N-Gehalt in Be- 
ziehung zum Glukosamin zu setzen sei, wurde von Baisch!) 
fliichtig in Erwagung gezogen, diese Annahme aber spater ”) 
fallen gelassen. Moérner*) wies im Harn Chondroitinschwefel- 
siiure nach; Orgler und Neuberg*) erklaéren indessen das 
in diesem Korper steckende Kohlenhydrat fiir nicht identisch 
mit Glukosamin. Thudichum ®) leitet die Benzoylverbindungen 
vom Urochrom ab, welches S enthilt, nach Udranszky °) 
Furfurol liefert und alkalische Kupferl6sung reduziert. Das 
tierische Gummi von Landwehr, welches nach Friedr. 
Miller‘) und Weydemann’) als ein Polysaccharid des 
Glukosamins anzusehen ist, wollen Wedenski und Baisch 
aus den Benzoylverbindungen isoliert haben. Ist demnach 
auch auf Grund des vorliegenden ‘Tatsachenmaterials eine 
sichere Entscheidung bisher noch nicht zu _ treffen, so geht 
doch das eine deutlich daraus hervor, dab die von Baisch 
aus dem Benzoylester gewonnene Glukose als ein zwingender 
Beweis fiir den Gehalt des normalen Harnes an_ primiirer, 
freier Glukose nicht angesehen werden kann. Da aber der 
Diabetikerharn den Zucker als solchen in freiem Zustande 
enthiilt, so mul, wenn im Gegensatz dazu der Begriff der 
physiologischen Glykosurie tiberhaupt einen Sinn haben soll, 
auch fiir die physiologische Glykosurie diese Forderung er- 
fiillt sein. 

Unter diesen Verhiiltnissen stellte sich die Untersuchung 
normaler Harne mit Hilfe des neuen Verfahrens als eine Not- 
wendigkeit heraus. Zur Untersuchung dienten die 24sttindigen, 
im Verlauf von etwa 3—4 Wochen gesammelten Harne von 
6 gesunden Miinnern jugendlichen Alters, Arzten, Praktikanten 
und Wiirtern der Provinzial-Heil- und Pflegeanstalt, die unter 





') |. e. Bd. 19. 

2) Diese Zeitschrift, Bd. 20. 

) Skand. Arch. Physiol., Bd. 6, 5. 332. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 37, S. 407. 

*) Chem. News, Bd. 68, 8. 275. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 12, S. 379. 

? a, 

*) Dissert. Marburg. 





























Die Bestimmung des Traubenzuckers in Harn und Blut. 97 
aihnlichen Bedingungen in bezug auf Ernaéhrung und Lebens- 
weise standen. Verworfen wurden nur einzelne Harnportionen, 
welche nach Genufi grOferer Mengen Bier zu einer Tiiuschung 
durch alimentire Glykosurie hitten Anlafi geben kénnen. Im 
iibrigen war die gemischte Kost auch hinsichtlich des Genusses 
von Sii®igkeiten keinerlei Einschrinkung unterworfen. Uber 
das Ergebnis dieser Versuche, welche vorausgreifend wieder- 
hoit beriihrt werden muften, gibt die Gruppe III Tab. II in 
klarer Weise Auskunft. In keinem einzigen Fall lief die 
polarimetrische Bestimmung die Anwesenheit auch nur von 
Spuren Traubenzuckers erkennen, selbst dann nicht, als in 
einem Falle (Versuch Nr. 13) der Harn auf '/10 des urspriing- 
lichen Volumens eingeengt wurde. Vergl. S. 86. Die Reduk- 
tionswerte weisen qualitativ eine deutliche, quantitativ eine 
unsichere Abnahme gegeniiber den Versuchen der Gruppen | 
und II auf. Die Reduktionsbestimmung des auf !/10 seines 
Volumens eingeengten Harnes lift aus dem Mibverhiiltnis 
zwischen den Ergebnissen von Alkohol- und Wasserversuch 
sofort erkennen, dafi ein auf Traubenzucker etwa entfallender 
Betrag nur einen Bruchteil der Gesamtreduktion, im héchsten 
Kalle unter 0,0065 °/o Glukose ausmachen kann. Dieser Wert 
aber wire, da die st6rende Anwesenheit linksdrehender 
Substanzen ausgeschlossen werden konnte, auf optischem 
Wege mit Leichtigkeit festzustellen. Aus der polarimetrischen 
Bestimmung geht aber hervor, dafi keine Spur Glukose ge- 
funden wurde und dai demnach unter Beriicksichtigung eines 
Ablesungsfehlers von + 0,01 ° der tiberhaupt mdgliche Glukose- 
wert unter 0,001 °/o, fiir die Versuche 14—18 unter 0,01 °/o0 
liegen mub. 

Dieser negative Befund unter physiologischen Bedingungen 
verleiht den Fallen der I. Gruppe mit deutlich nachweisbarer 
Glykosurie nach 2 Richtungen ein erhdhtes Interesse, niéimlich 
hinsichtlich der Frage, welche Bedeutung der Ausscheidung 
kleinster Traubenzuckermengen in klinischer Beziehung beizu- 
legen ist und welche Rolle der Psychose als solcher hinsicht- 
‘ich der Glykosurie zukommt. Nimmt man mit Naunyn einen 
Zuckergehalt von etwa 0,2°/o als obere Grenze der klinisch 


lanl 
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belanglosen Glykosurie an, so wirde von samtlichen Fallen 
nur in dem Versuch Nr. 3 eine zweifellos pathologische Er- 
scheinung vorliegen. Es verdient hier besonders hervorgehoben 
zu werden, dafi dieser sowie samtliche anderen Fille bei der 
iiblichen klinischen Priifung keinen Verdacht auf Glykosurie 
erregen konnten (Tab. Il Stab 4—8) und dem Nachweis auch 
tatsachlich entgingen. Ftir den Kliniker bemerkenswert sind 
eine Reihe von Daten, welche am Kopf der Versuchsprotokolle 
mitgeteilt sind. Aus diesen Angaben geht hervor, daf in 
jedem einzelnen dieser Versuche Verhiltnisse obwalten, welche 
schwere Stoffwechselst6rungen im Gefolge haben kénnen und 
daher als physiologische jedenfalls nicht zu betrachten sind. 
Bei der Vielheit der Erscheinungen entzieht sich der Einfluf 
der Psychose jeglicher Beurteilung. 

Ks ist somit Traubenzucker in Konzentrationen, welche 
die innere Medizin als bedeutungslos zu vernachliissigen bisher 
gewohnt ist, einerseits nur unter anormalen Verhiltnissen 
gefunden worden; im Harne Gesunder wurden nur Spuren 
reduzierender, von Hefe angreifbarer Substanzen nachgewiesen, 
welche mit grofer Wahrscheinlichkeit den unvermeidbaren 
Fehlern des Reinigungsverfahrens und der Reduktionsmethode 
zuzuschreiben sind. ‘Traubenzucker wurde in keinem Harne 
der Gesunden gefunden, gleichzeitig aber in einem Falle be- 
wiesen, da die tiberhaupt mégliche Traubenzuckerkonzentration 
unter 0,001 °/o liegen muf. Da anderseits die bisher fiir die 
Existenz der physiologischen Glykosurie beigebrachten Beweise 
eine Konzentration an Traubenzucker ergeben, welche auf 
dem neuen, direkten Wege nachweisbar ware, zugleich aber 
diese Beweismittel als an sich nicht beweiskraftig erkannt und 
ihre Fehlerrichtung wahrscheinlich gemacht werden konnte, 
so folgt, daB der normale Harn reduzierende und durch Hefe 
angreifbare Stoffe enthilt, deren Identitét mit Traubenzucker 
indessen nicht bewiesen und auch in hohem Mafe unwahr- 
scheinlich ist. 

Die Frage, von welcher die Untersuchung ihren Aus- 
gang nahm, ob ein positiver Ausfall der Worm-Miillerschen 
Probe die Gegenwart von Traubenzucker beweist — _hin- 
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sichtlich der gleichzeitigen Giérungsprobe vgl. Einleitung —, 
ist dementsprechend (Tab. Il, Gruppe Il) in Ubereinstimmung 
mit einer Reihe anderer Forscher') zu verneinen. Wo hin- 
gegen sie negativ nach Pfliiger-Schéndorff (Ablesung bis 
nach 60 Stunden) war, wurde Glukose nicht gefunden. Sie 
zeigt die Gegenwart reduzierender Substanzen noch an, wo 
Kehling und Trommer versagen, erreicht aber darin nicht 
die Trommersche Probe mit auf 3—-4 Minuten verliingerter 
Kochdauer, welche in keinem der bisher untersuchten Harne 
von Gesunden und Kranken die Gegenwart reduzierender 
Substanzen vollig vermissen lieB. Es erhellt daraus von neuem 
die Unsicherheit des qualitativen Zuckernachweises mit Hilfe 
von Reduktionsverfahren jeglicher Art und die Aussichts- 
losigkeit des Bestrebens, mit Hilfe eines einfachen Verfahrens 
der Reduktion eine wirklich genaue quantitative Bestimmung 
durchfithren zu wollen. Die Frage nach dem Zusammen- 
hange von Glykosurie und Psychose wird zurzeit in gleicher 
\Veise noch weiter bearbeitet. Die klinischen Befunde in 
den wenigen mitgeteilten Fallen fiihren fiir diese wenigstens 
zu einem Ergebnis, ahnlich den Folgerungen Tintemanns, ”) 
dafi das Herausgreifen irgend eines einzelnen, die Glykosurie 
bestimmenden Faktors als nicht hinreichend begriindet erscheint. 

Uber diese Frage der speziellen Psychiatrie hinaus kommt 
den mitgeteilten Tatsachen eine allgemeinere Bedeutung zu. Der 
Nachweis, dafi die Existenz der physiologischen Glykosurie 
ebenso unsicher wie unwahrscheinlich ist, verleiht dem Auf- 
treten kleinster Traubenzuckermengen im Harn praktische und 
wissenschaftliche Bedeutung und muf zu erneuter, klinischer 
Bearbeitung der Lehre von der Glykosurie Anlafi geben. Beide 
ragen sind untrennbar mit einander verbunden. Die Mittel 
und Wege, welche ihre erfolgreiche Bearbeitung in Aussicht 
stellen, ergeben sich aus der vorliegenden Mitteilung. Da das 
geschilderte Verfahren der quantitativen Traubenzuckerbestim- 
mung dem jeweiligen Zweck der Untersuchung und den Be- 
dingungen des Einzelfalles entsprechend haufig eine sinngemabe 

i) Lavesson. Biochem. Zeitschrift, Bd. 4, S. 40. 

* 1 ¢. 
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Vereinfachung zulabt, zugleich aber auch auf zuckerreiche 
Harne sich mit Erfolg anwenden lief, so darf es im ganzen 
als allgemein anwendbar bezeichnet werden, auch wenn es in 
einer Minderzahl von Fallen versagen, dann aber zu neuen 
Erkenntnissen fiihren wird. 


IIT. 


Als eine der Hauptursachen, welche die quantitative Be- 
stimmung des Traubenzuckers im Blute so schwierig gestalten, 
wurde in der friiheren Mitteilung!) der Gehalt des Blutes an 
linksdrehenden Substanzen erkannt, zugleich aber gezeigt, dab 
durch gleichmiifige Behandlung mit Phosphorwolframsiéure und 
Pb-Acetat sich LoOsungen von gleichem Drehungsvermogen 
erzielen lassen. Um Veriinderungen durch starke Saure még- 
lichst zu vermeiden, gelangte nur die Menge Phosphorwolfram- 
siiure zur Anwendung, welche zur Beseitigung der Eiweil- 
korper unbedingt erforderlich war. 

Nachdem sich nun bei der Harnuntersuchung heraus- 
gestellt hat, daf die Beseitigung der linksdrehenden Substanzen 
bei vollstaindiger Ausfiillung mit Phosphorwolframsiéure und 
Pb-Acetat meistens in befriedigender Weise gelingt, lief eine 
Anwendung dieser Erfahrungen auf das Blut hoffen, da8 auf 
diese Weise eine Verbesserung des Verfahrens erreichbar sein 
wiirde. Die Bestimmungen, verbunden mit der «fraktionierten 
Reduktion», wurden in Versuch Nr. 19 als Parallelversuche, 
in Versuch Nr. 20, verbunden mit dem Géarungsversuch und 
seiner Hilfsbestimmung, nach einander an der gleichen Lésung 
mit beiden Phosphorwolframsiuremethoden angestellt. Beniitzt 
wurde Pferdeblut, weil dessen stark gefirbtes Serum an die 
Leistungsfihigkeit eines Entfiirbungsverfahrens besondere An- 
spriiche stellt. Die genaue Versuchsanordnung ist in den 
Versuchsprotokollen S. 128—132 ausfihrlich geschildert. 

Aus diesen Versuchen geht hervor, daf die linksdrehenden 
Substanzen des Blutes (Serum)?) gegeniiber Pb-Acetat und 
Phosphorwolframsiure das gleiche Verhalten zeigen, wie ent- 


‘) Diese Zeitschrift, Bd. 64, S. 393; Bd. 70, S. 198. 


*) I. ¢. 
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sprechende Substanzen des Harnes. Mit der schrittweisen 
Abnahme der Linksdrehung geht die Entfernung des gelben 
Farbstoffs Hand in Hand, und gleichzeitig verschwinden mit 
innen die Stoffe, welche Cu,O in Lésung halten. Versuch Nr. 20 
zeigt weiter, daB wie beim Harn selbst eine weitgehende Uber- 
einstimmung zwischen Reduktionswerten und ihren Kontroll- 
bestimmungen erst dann fiir die Identifizierung einer redu- 
zierenden Substanz als Traubenzucker verwertbar wird, wenn 
sleichzeitig alle diejenigen Bedingungen in bezug auf Abschei- 
dungszeit, Farbe des Cu,0, Abwesenheit weiterer reduzierender 
Substanzen erfiillt sind, welche im vorhergehenden ausfiihrlich 
behandelt wurden. Versuch 20 C 1—5 und D |, 6—8 ergibt 
weiter mit Sicherheit, daf auBer Traubenzucker im Blute ge- 
ringe Mengen reduzierender Substanzen vorkommen, welche 
sich durch fraktionierte Reduktion nachweisen lassen und durch 
geringeres Reduktionsvermoégen, also erst bei liingerem Kochen, 
bzw. als Oxydul von fehlerhafter Beschaffenheit, von Trauben- 
zucker zu unterscheiden sind; diese Tatsachen geben aber 
aus denselben Griinden, die bei der Harnzuckerbestimmung 
ausfiihrlich erdértert wurden, jeder Art von Reduktionsbestim- 
mung eine gewisse Unsicherheit, welche in zu hohen Werten 
ihren Ausdruck finden mu und nachweislich auch _findet, 
Versuch 20, C DI, D II polarimetrisch einerseits, Reduktion 
anderseits. Diese unbekannten, reduzierenden Substanzen 
kénnen nach Versuch C DIII polarimetrisch in der Konzen- 
tration des vorliegenden Versuches einen erkennbaren Grad 
von optischer Aktivitaét nicht besitzen und deshalb die polari- 
metrische Bestimmung des Traubenzuckers nicht beeintrach- 
tigen. Der Versuch Nr. 20 D II scheint zu beweisen, dab 
diese Substanzen bei der Giirung verschwinden; doch bedart 
dieser Punkt noch weiterer, experimenteller Priifung. Die 
Analogie mit den entsprechenden Substanzen des Harnes ist 
demnach eine weitgehende. Da anderseits auler Trauben- 
zucker rechtsdrehende Substanzen, welche gleichzeitig vergarbar 
sind und alkalische Kupferlésung reduzieren, bisher im Blute 
nicht bekannt sind, die linksdrehenden Substanzen aber durch 
das geschilderte Verfahren sich beseitigen oder gleichmabig 
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vermindern lassen, so muB nun mehr die polarimetrische Be- 
stimmung als die mabgebende fiir die Bestimmung des Trauben- 
zuckers im Blute kiinftig bewertet werden. Entgegen den 
Angaben von Lyttkens und Sandgren!) stellt sie das ra- 
tionellere Verfahren dar, weil sie als einzige Methode das 
unterscheidende Charakteristikum des Traubenzuckers, sein 
spezifisches DrehungsvermOgen, zur Grundlage der Bestimmung 
nimmt. Ihre Anwendbarkeit ist an das beschriebene Ver- 
fahren der Reinigung bisher gebunden. Dieses kann weder 
durch die «Kisenmethode» von Michaelis-Rona noch durch 
ihre von mir eingeftihrte Modifikation?) ersetzt werden, welche 
an Stelle des urspriinglichen Verfahrens als zweckmabiger 
nunmehr auch von Rona#*) bevorzugt wird. Der Grund dafiir 
liegt vor allem, wie friiher nachgewiesen wurde, in dem un- 
berechenbaren Fiallungsvermégen des Eisenhydroxyds gegen- 
liber den linksdrehenden Substanzen. Die Hoffnung, letztere 
mit Phosphorwolframsiure quantitativ bestimmen zu konnen, 
hat sich jedoch als hinfillig erwiesen. Bei Innehaltung genau 
gleicher Versuchsbedingungen kann das Verfahren tiber eine 
relative Bestimmung nicht hinausfitihren. Das von Neuberg 
und Lachmann‘) zur Klirung von Harn benutzte Quecksilber- 
acetat kommt an Wirksamkeit nach nicht sehr zahlreichen 
Krfahrungen der Phosphorwolframsaure nahe, ohne sie jedoch 
zu erreichen. Wenn demnach auch, wie aus den Versuchen 
am Harn und aus Versuch Nr. 20 C-D hervorgeht, der Haupt- 
wert der fraktionierten Reduktion in ihrer negativen Richtung 
zu suchen ist, insofern, als sie zeigt, daf der Reduktionswert 
nicht voll auf Traubenzucker zu beziehen ist, auch wenn der 
Giirungsversuch dafiir spricht, so kann sie trotzdem, wie friiher 
eingehend experimentell begriindet wurde, meistens ebenso- 
wenig entbehrt werden wie der Giirungsversuch, wenn es sich 
um die quantitative Bestimmung des Traubenzuckers im 
Blute handelt. 


') Biochem. Zeitschrift, Bd. 31, S. 157. 
l. c., S. 399. 

*) Biochem. Zeitschr., Bd. 30, S. 99. 

4) Biochem. Zeitsehr., Bd. 24, S. 171. 
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Diese Tatsachen seien gegentiber Tachau,') vor allem 
aber Méckel und Frank sowie deren Mitarbeitern®) hervor- 
gehoben, durch deren Mitteilungen diese vollstiéndig klare 
Sachlage neuerdings verwirrt zu werden droht. In einer Reihe 
von Arbeiten haben letztere eine Abénderung der «Kisen- 
methode» empfohlen. Von dieser und der Eisenmonophosphat- 
fiillung unterscheidet sich das Verfahren von Moéckel-Frank 
wesentlich nur in dem Punkte, da die Verfasser auf den 
Hauptvorzug der alteren Eisenverfahren, namlich die Anwend- 
barkeit der polarimetrischen Bestimmung, zugunsten einer Er- 
sparnis an Zeit und Blut verzichten und sich auf die Anwen- 
dung des urspriinglichen Bertrandschen Verfahrens vor und 
nach der Girung beschrinken. Um die Reduktionsbestimmuug 
auf Werte unter 10 mg Glukose ausdehnen zu kénnen, haben 
sie die Tabellen Bertrands ergéinzt und eine Permanganat- 
l6sung von halber Konzentration in Anwendung gebracht. Wie 
die heute mitgeteilten Versuche zeigen, verfiigen sie demnach 
iiber alle Mittel, we che fiir die direkte Bestimmung erforderlich 
sind. Wenn sie nun trotzdem sich genétigt sehen, zur Er- 
zielung brauchbarer Werte eine Kupferldsung Bertrand [| zu 
benutzen, die «einen in verschiedenen Versuclisreihen ver- 
schieden grofen Zusatz reinsten Traubenzuckers erhielt», so 
folgt daraus, dal die Beschaffenheit ihrer enteiweiiten Losungen 
die direkte Bestimmung verhinderte. Dab diese Folgerung 
richtig ist, geht aus den gegebenen Schilderungen mit voller 
Sicherheit hervor. Sie erhielten «ziegelrotes» Oxydul, Ab- 
scheidung desselben am unteren Teile des Asbestfilters und 
kiihlen nach beendigter Reduktion 10 Minuten lang, um ohne 
Verlust filtrierbares Oxydul zu erhalten. Aus diesen Tatsachen 
ist der sichere Schlu8B zu ziehen, daB das nach dem Verfahren 
von Méckel-Frank erhaltene Oxydul nach Abscheidungszeit 
und Farbe den notwendigen Voraussetzungen nicht entspricht. 
Die Blutl6sungen enthaiten demnach aufer Glukose entweder 
noch weitere, mit Glukose nicht identische, reduzierende Sub- 


') Deutsches Archiv klin. Med., Bd. 102, S. 597—605. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 65, S. 323; Bd. 69, S. 85; Bd. 70, S. 129, 
291; Bd. 71, S. 157. 
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stanzen oder aber Stoffe, welche Cu,O am Ausfallen verhindern 
und der Bestimmung entziehen. Wie friiher mitgeteilt wurde, 
enthiilt mit Fe(OH), ausgefalltes Gesamtblut ausnahmslos eiweif- 
artige Substanzen, welche mit Ferrocyankalium und Essigséure 
einen Niederschlag bilden, noch in geringer Menge. Fiigt man 
nun Losungen, welche Cu,O am Ausfallen verhindernde Sub- 
stanzen enthalten, vor der Reduktion Traubenzucker hinzu, 
so hiingt es, wie z. B. Versuch Nr. 2, Nr. 3, Nr. 7 UID fiir 
den Harn zeigt, von unberechenbaren Umstiinden ab, wie viel 
Cu,O nun zur Abscheidung gelangt, welcher Anteil des aus- 
geschiedenen auf Rechnung der Blutglukose kommt und 
welcher Bruchteil anderen, reduzierenden Substanzen zuzu- 
schreiben ist. Durch Glukosezusatz erhiélt man dann zwar 
héufig gleichmabigere Werte, diese zeigen aber zuniichst nur 
einen gleichmifigen Reduktionsverlauf an und k6nnen trotz- 
dem den wahren Sachverhalt verschleiern. 

Ks wurde friiher festgestellt, dafs Eisenmonophosphat- 
fiillung und Behandlung mit Phosphorwolframséure in ein- 
zelnen Fiillen Losungen von gleichem Reduktionsvermégen 
liefern. Da dieses aber bei Ausfallung nach dem neuen 
Verfahren noch um etwa 10°/o hinter dem hochsten, erziel- 
baren Traubenzuckerwert zurtickbleiben kann, so ist mit diesem 
Fehler auch fiir das Verfahren von M6ckel-Frank noch zu 
rechnen. 

Bedenkt man schlieBlich noch, dafi aus den vergorenen 
Lisungen die Beseitigung der Cu,O in Lésung haltenden, vis- 
cOsen Stoffe nach eigenen, ausgedehnten Erfahrungen schwie- 
riger wird, wenn Fe(OH), an Stelle der Phosphorwolframsaure 
tritt, so ergeben sich fiir das Verfahren von Moéckel-Frank 
eine Reihe, ihrer Grofe nach aber unbestimmbarer Fehler ; 
und demgemiifi kann dies Verfahren als quantitative Bestim- 
mungsmethode nicht anerkannt werden. Da _ schlieflich nur 
in einer unzureichenden Zahl die Einzelwerte durch Kontroll- 
bestimmungen gesichert, die Wertangaben aber zum Teil bis 
auf die 4. Dezimale (!) ausgedehnt wurden, so konnen die 
daran gekniipften SchluBfolgerungen, soweit eine genaue Be- 
stimmung des Traubenzuckers ihre Voraussetzung bildet, 
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als bewiesen nicht gelten. Frank und Bretschneider!) 
haben denn auch richtig erkannt, dab die Anwendbarkeit des 
Verfahrens mit dem Identitiitsbeweis von Traubenzucker und 
vergirbarer, reduzierender Substanz steht und fiillt; sie fiihren 
gleichzeitig eine Reihe von Versuchen aus ilterer und jiingster 
Zeit an, welche in diesem Sinne zu deuten sind. Warum 
frank jedoch den einwandsfreien Versuch 6a—c und die ein- 
sehende, experimentell gestiitzte Erérterung dieser Frage in 
meiner friiheren Mitteilung?) verschweigt, ist um so befrem- 
dender, als seine Kenntnis dieser Dinge aus der methodischen 
Benutzung eines in der gleichen Arbeit mitgeteilten, sonst der 
Erwaéhnung nicht werten Kunstgriffs*) hervorgeht, welcher die 
Anwendung des Mockel-Frankschen Verfahrens auf das 
(resamtblut nach eigener Angabe der Autoren‘) zwar erst 
moOglich machte, nach der von ihnen gegebenen Darstellung 


jedoch nicht vermuten lit, daB er meiner Mitteilung entlehnt 


wurde. Ob die neben Glukose in Versuch Nr. 20 mit Sicher- 
heit nachgewiesenen, reduzierenden Substanzen, wie es den 
Anschein hat, wirklich durch Hefe angreifbar sind, mub noch 
weiter untersucht werden. Zur Entscheidung der Frage ist 
die polarimetrische bestimmung unerlifBlich. Nachdem = von 
reduzierenden Substanzen Glukuronsiiure, Harnsiiure und Krea- 
tinin im Blute nachgewiesen sind, letzteres aber nach Rona®) 
mit kolloidalem Eisenhydroxyd nicht entfernt werden kann, 
ist diese Frage methodisch, namentlich unter pathologischen, 
Verhiiltnissen, nicht ohne Bedeutung. 

Der Wunsch, den Traubenzucker im Blut auf einfacherem 
Wege unter Verwendung von weniger Blut quantitativ zu be- 
stimmen, ist zweifellos berechtigt, und daher kann auch das 
heute mitgeteilte Verfahren als ein endgiiltiges nicht betrachtet 
werden. Daf das Verfahren von Tachau®) ebensowenig wie 





') Diese Zeitschrift, Bd. 71, Seite 157. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 71, S. 406—418. 
*) lc, S. 397. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 69, S. 85—88. 
5) Biochem. Zeitschr., Bd. 27, Seite 348. 
4, ¢ 
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die verschiedenen kolorimetrischen Bestimmungen, welche in 
jingster Zeit von Reicher und Stein,!) Hasselbach und 
Lindhard,?) Autenrieth und Tesdorpf,*) Wender,‘) 
Wacker,*®) Forchbach und Severin®) angegeben wurden, 
diese Aufgabe fiir Blut bezw. Harn zu l6sen vermag, bedarf 
nach vorstehendem keiner weiteren begriindung. Es _ gelingt 
zwar, auch bei normalem Traubenzuckergehalt des Blutes, 
unter giinstigen Bedingungen mit wesentlich geringeren Blut- 
mengen die Bestimmung durchzufiihren, wenn man Beobach- 
tungsrOhren von 189,4 mm Linge und etwa 2 ccm Inhalt 
verwendet und zu diesem Zweck das Gesichtsfeld des Apparates 
auf 4mm Durechmesser verkleinert (nach Angaben von Schmidt 
und Haensch); jedoch ist das quantitative Arbeiten mit so 
kleinen Fliissigkeitsmengen nicht ganz leicht. Nach vorlaufigen 
Versuchen scheint durch Vereinigung der Phosphorwolframsaure- 
fiillung mit der Eisenhydroxyd- oder Metaphosphorsaurefiallung *) 
eine Vereinfachung des Giirungsversuches und damit des ge- 
samten Verfahrens ohne Beeintriichtigung seiner Genauigkeit 
erreichbar zu sein. 


IV. Versuchsprotokolle. 


Versuch Nr. 1. 


Chloralharn,*’) wahrend eines Status epilepticus gewonnen. Spez. 
Gew. 1029. Trommer negativ, gekocht positiv, Nylander positiv, 
Worm-Miller positiv, Fehling negativ. Mit Pb-Acetat-H,S gereinigt 
polarimetrisch —0,24°/o (189,4 mm-Rohr). 

Bertrand: KMnQ, I log. tit. 99 968. 


‘) Miinch. Mediz. Wochenschr., 1910, S. 1031. 
*) Biochem. Zeitschr., Bd. 29, S. 416. 
') Miinch. Mediz. Wochenschr., 1910, S. 1780. 
*) Biochem. Zeitschr., Bd. 28, Seite 523. 
Diese Zeitschr., Bd. 67, S. 197. 
°) Zentralblatt, Stoffw. und innere Sekret., 1911, Nr. 2 und 35. 
‘) Diese Zeitschr., Bd. 70, S. 198. 
‘) Der Harn stammt von dem Kranken des Versuches Nr. 11. 





* 
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i. 20 ecm Harn: massiger, orangefarbener Niederschlag, der 
durch das Filter lauft, 

2 FF » >» : KMnO, 1.55 = 9,5 Glukose = 0,19 °/o, Siede- 

beginn L'/z Minuten verspitet, ohne 
S 8 3 . 2,60 — 13,0 Glukose = 0,26 °/o, Siede- Siede- 

verzug bei verspaitetem Siedebeginn, | cteine 
, 5 » > | 0.70 = 3,5 Glukose = 0,07 °, 
. ££ 4 : 0.50 = 3,5 > — 0,07 » 
6. 3d » > 3 » 200100 » = 0,20 » Siede- 

beginn 1'/2 Minuten verspitet, 
o & 4 —_ 0,20 = 1,0 Glukose = 0,02 °/o, 
8. 3d » >: > 0,15 =05 > = 0,01 » Siedesteine. 
9% 8 yp 3 0.20 = 18 > = (),02 » 


Der Versuch zeigt den Kinfluf§ der Temperaturschwankungen und 
ihrer Beseitigung durch Siedesteine auf den Ausfall der Reduktions- 
bestimmung nach Bertrand. 


Versuch Nr. 2. 


Harn I: Diabetikerharn verdiinnt. Sein Glukosegehalt, nach Rei- 
nigung mit PWo-Saure, Pb-Acetat. H,S, ermittelt durch 
Polarisation vor und nach der Garung 0,31 °/o Glukose. 
Bertrand ») » > > > 0,32 » > 


In der Verdiinnung spielen die geringen Mengen von fremder, 
reduzierender Substanz keine Rolle mehr. Der Harn ist gleich einer 
Zuckerlésung. 

Harn II ist ein Harn, dessen Glukosegehalt nach voraufgegangener 
Reinigung = Harn [ im Hochstfalle 0,01 °/o, polarimetrisch vor und nach 
der Garung bestimmt, belragen kann. Sein Reduktionsvermégen ent- 
spricht nach der Reinigung einem Glukosegehalt von 0,05 °o.  Beide 
Harne werden mit Pb-Acetat, H,S gereinigt, wodurch die fremden, redu- 
zierenden Stoffe nur teilweise entfernt werden. Dieselben sind praktisch 
genommen nur in Harn If anwesend. Es werden folgende Mischungen 
bestimmt nach Bertrand: AMnO, Il log tit 69614: 





Glukose 
tH / erhalten berechnet 
‘Harn | _— | korr.Tab.1 
It 8 KMn0O, (10,30 = 1,5 Cu = 0,5 Glukose; 0,5 mg 6,4 mg 
Alkohol 8 » 





H,O 


bo 
. 
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Glukose 





Pee ee erhalten berechnet 
korr.Tab.| 
. KMn0, 110.30 = 1,5Cu =0,5Glukose; 05mg 128mg 
Alkohol 
H,O 
4.Harn [ & 
5 KMnO, 117,25—36,0 Cu = 18,0Glukose; 19,0 mg 16.0 mg 
Alkohol 
H,O 
t. wie 3. > 7.00=34,8 » =—17.0 » : 18,0 > 16.0 
Der Versuch zeigt, daf der Harn Cu,O in Lésung haltende Stoffe 
enthalt; das Cu,O, welches nicht aus Glukose stammen kann, sich zu 
dem aus Glukose stammenden hinzuaddiert, wenn derjenige Punkt er- 
reicht ist, wo Cu,O, aus Glukose herrihrend, ausfallt. Trotz guter 
l’bereinstimmung der Versuche 3 und 4 untereinander sind die Werte 
falsch. Vor Fehlern schiitzt daher nur die Entfernung der Cu,O in Lésung 
haltenden und der fremden reduzierenden Stoffe; wo das nicht gelingt, 
die quantitative Bestimmung der letzteren. H,O  statt Alkohol wiirde 





den Fehler noch vergréfert haben. 


Versuch Nr. 3. 


Th.: 60j&éhr. Mann. Priisenile Melancholie, ausgedehnte Tuberkulose 
der Lungen (Autopsie) unter Morphinwirkung. Harn 14 Tage ca. vor dem 
Tode untersucht. (Der Fall ist von Interesse fiir die Entscheidung der 
Frage, ob Morphium Glykosurie erzeugt oder als Glukuronsdéureverbindung 
ausgeschieden wird und Glykosurie vortaéuscht. Hier besteht Glykosurie.) 
Der ungereinigte Harn polarimetrisch nicht bestimmbar, mit Pb-Acetat 
ohne H,S gereinigt: ca. + 0,1° im 2 dm-Rohr. Worm-Miiller +, 
Trommer —, 3 Minuten gekocht +. Fehling —. Indikan betrachtlich. 

l. Ungereinigter Harn: Polarimetrisch: ?. Bertrand: 
KMnQ, II log tit 69614. 

_ ? | Siedebeginn verspatet, nach 2'/2 Minuten Kochdauer 
tne arm \ alimiihliche Abscheidung von gelbgriinem Oxydul, das 
ee trotz Kiihlung beim Filtrieren durch das Filter liuft. 

~» rn va ary 

Pe Harn | kMnO, 11 4,75 = 23,6 Cu = 12 Glukose 

2 

3. 8 cem Harn 5,35 = 26.6 
HO 

Glukose: = 0,25 °/o. 

ll. Reinigung: Pb-Acetat, H,S. Polarimetrisch (189.4 mm): 
-+- 0.33 %o. Bertrand: KMnO,I log tit 99 968. 
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KMnO, 1 9,10 = 90,9 Cu = 47,5 Glukose. Siedebeginn 

1. 10 ccm Harn | 1 Minute verspitet, nach 1'/e Minuten Siede- 

Alkohol dauer allmihliche Abscheidung von gelbem 
Oxydul; schlecht filtrierbar. 


2. 10 ccm Harn | 11,35 = 113,4 Cu = 60 Glukose, Verhalten wie 1. 
H,O f 

3. Wiederholung | 930 = 929» =49 > ua 

von 1 j a 


Ill. Reinigung: Phosphor-Wolframsadure, Pb-Acetat, H,S. 
Polarimetrisch (189,4 mm): + 0,39 %/o, Bertrand: KMn0, I log tit 99 968. 
1. 10 ccm Harn|, KMnO,! 8,70 = 86,9 Cu = 45 Glukose; Niederschlag 

Alkohol J rechtzeitig, karminrot. 
8,75 = 87,4 Cu = 46 Glukose; Niederschlag 
rechtzeitig, karminrot. 
9,10 = 90,9 Cu = 47,5 Glukose ; Niederschlag 
rechtzeitig, karminrot. 
9.25 == 92,4 Cu = 48,5 Glukose; Niederschlag 
rechtzeitig, karminrot. 


2. wie 1: 


3. 10 ecm Harn 
HO 


4. wie 3: 


—_—_—e Nee ee” — 


IV. Girungsversuch: Reinigung wie bei III. A. + Glukose. 
Polarimetrisch (189,4 mm): — 0,02°/o. B. ohne Glukose. Polarimetrisch 
(189.4 mm): — 002°. Bertrand: KMnO, IL. 


l. 10 cem Harn | KMn0O, Il 0,40 = 2,0 Cu = 1 Glukose; Niederschlag ?. 
Alkohol 


2. 10 cem Harn on —* ' 
icles 135=67>»=3 >» ; , gelb. 
H,O 
3. wie 2: > 145=-7,2 > =35 >» . » 


10 cem Harn 


a 





0,5 ccm 0,5 °/o | 170=84>-=4 » »  karmin- 
Gluk.=2,5mg | rot, Spuren gelb. 
Alkohol 


Glukose: polarimetr.0,41°/o, Bertrand: 0,45°/o,nach Funk (1) 0,25°/o. 


Versuch Nr, 4. 


H... st.: 42jahr. Mann. Akutes, 6tagiges Alkoholdelirium, Albu- 
minurie, Lebercirrhose. (Uber das hiiufige Zusammentreffen von Cirrhose 
und Glykosurie siehe Naunyn, Diabetes melitus bei Nothnagel, 
Handbuch.) Urobilinurie, starker Indikangehalt. 6tagiger Gesammt- 
sammelharn (24 stiindig). Keine Medikamente. Polarimetrisch ungereinigt: 
ca. — 0,03 °/o (189,4 mm). Worm-Miller+, Fehling —, Trommer —, 


gekocht +. Harnsiuresediment. 


I. Reinigung: Pb-Acetat, H,S. Polarimetrisch (189,4 mm): 
oe 0,09 %. 
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Il: Reinigung von I mit Phosphorwolframsaure. Pb-Acelat, 
H,S. Polarimetrisch (189,4 mm): -+- 0,12°%o. Bertrand: KMnQ, Il 
log lit 64960, 
1. 10 cem Harn KMnO, Il 5,05 = 22.5 Cu = 11 Glukose; Niederschlag 


Alkohol karminrot, rechtzeitig. 
2. 10 ccm Harn | 5,55 = 24,8 Cu = 12 Glukose; Niederschlag 
H,O j karminrot, rechtzeitig. 


3. 1 ecem 0.5 °/o 





7,45 = 33,3 Cu = 16,5 Glukose: Niederschlag 
karminrot, rechtzeitig. 


Glukose=-dmg 
10 cem Harn 





HO 
Ill. Girungsversuch: Reinigung wie I. 
A. + Glukose. Polarimetrisch (189.4 mm): — 0,04 °. 
8. ohne Glukose. Polarimetrisch (189,4 mm): — 0,04 °/o. 


C. A. + B. vereinigt, Reinigung wie II. Polarimetrisch 
(189,4 mm): 0,00 °jo. Bertrand: KMnO,Il log tit 64 960. 


1. 10 com Harn \ kyino, I 0.30 = 1,3 Cu = 05 Glukose; 
Alkohol 





2. 10 cem or | 10 = 48 + = 
H,0 

3. 40 com me : 1.70 = 7,6 Cu = 85 neben karmin- 
: “a _ : rotem etwas gelbes Oxydul, das beim Aus- 
Glukose==bmng waschen durch das Filter lauft. 
Alkohol 

t. 10 cem Harn 
1 com 0,5 °/o 2,79 = 12,38 Cu=6 Glukose; neben karmin- 
Glukose=dmg rotem Oxydul orangerotes Oxydul. 
HeO 

Glukose: Polarimetrisch 0,12 °o Bertrand: O11 — 0,12 %o. 


Versuch Nr. 5. 

S....g.: 2 jahr. Mann. Intermittierend auftretende Erscheinungen 
von Hirndruck und Reizungserscheinungen der Pyramidenbahnen ohne 
Lokalsymptome, wahrscheinlich beruhend auf intermittierendem, chron- 
ischen Hydrocephalus. Harn hellgelb, spez. Gew. 1030. Worm-Miller-, 
Trommer —, nach kurzem Kochen dicker, gelber Niederschlag. Indikan, 
Millon schwach +-. Polarimetrisch (189.4 mm): 0,00 °%o. 

|. Reinigung mit Phosphorwolframsdure, Pb-Acetat, HeS. 
Polarimetrisch (189,4 mm): + 0,11 °/o. Bertrand: KMnQ, II log tit 64 960. 
1. 10 ecm Harn } KMnO, IL 6,70 = 29,9 Cu = 15 Glukose; Niederschlag 

Alkohol karminrot, rechtzeitig. 
2. 10 ccm Harn ) 7,85 = 35,0 Cu = 17,5 Glukose; Niederschlag 
H,O f karminrot, rechtzeitig. 





cere 


ya 





S eatee 


3. 2.86 ccm Harn 
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KMnQ, If 2,10 = 9,4 Cu = 4,5 Glukose; Niederschlag 
gelb bis karminrot, Abscheidung z. T. auf 





entspr. 0 mg 


pinaiaaie | dem Filter. 
H,O 
i. wie 2, i aan ™ 
8,50 = 37,9 Cu = 19,0 Glukose; Niederschlag 
8'/e Minuten : : ee 
| karminrot, rechtzeitig. 
gekocht 
d. 3,9 cem 0,5 °/o 
Glukose ners , 7,90 = 35.3 Cu = 17.5 Glukose; Niederschlag 
17,5 mg, 8'/2 | ee Si 
karminrot, rechtzeitig. 
Min. gekocht, 
HO 





Indicanreaktion jetzt viel starker als vor der Reinigung. 
ll. Gidrungsversuch: Reinigung wie I. 
A. -+ Glukose: Polarimetrisch (189,4 mm): 0,00 bis — 0,01 °» 
B. ohne Glukose: Polarimetrisch (189, mm): 0,00 %o. 
Bertrand: KMnQ,II log tit 64960. 
i, 1 om KMn0O, Il 0,35 = 1,6 Cu = 0,5 Glukose ; Niederschlag ?. 
Alkohol 


2. 10 ccm Harn | 1,95 = 8,7 Cu = 4,0 Glukose; Niederschlag 
H,O f rein gelb. 

5. 10 ccm Harn 2.85 = 12,7 Cu = 6,0 Glukose; Niederschlag 
f com sill i vorwiegend gelb, Spuren karmin, nicht un- 
Sapsn— tial erheblicher Verlust beim Auswaschen. 

H,O 

eS | 2.00 = 8.9 Cu = 4,0 Glukose; Niederschlag 
Bi/2 Min. gek. gelb, Spuren karmin, kein Verlust. 

H,O 

». 0,8 ecm 0,5 °/o 
al 2.30 = 10,3 Cu = 5,0 Glukose; Niederschlag 
81/2 Min. gek. | Spuren gelb, sonst karminrot, kein Verlust. 


H,O 
Der Harn halt Cu,O0 in Lésung (3!). Infolgedessen mufs die Re- 
duktionsbestimmung zu hohe Werte geben. 

Glukose: Polarimetrisch 0,11 %o. Bertrand: 0,14 bis 0,16 °%/o. 


Versuch Nr. 6: 


v. Z.: 34. jahr. Mann. Progressive Paralyse oder cerebrospinale 
Fast vollkommene Inanition infolge Nahrungsverweigerung. 


Syphilis. 
Leberuntersuchung 


im Harn Spuren von Eiwei®; zeitweilig ikterisch. 

wegen Erregung nicht méglich. Therapeutisch JK. Harn spez. Gew. 1029 
- erster, nach Aufnahme in die Anstalt entleerter Harn. 

Trommer gekocht deutlich 


Worm-Miller +, Trommer 
Nylander J positiv. 


ativ. 
Fehling } nega - 
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Indikan positiv. 
Millon? (HgJ, ?) 
I Reinigung mit 23.5 g Phosphorwolframsdaure, 5 g 


Polarimetrisch: ca. — 0,5°/o. 


Pb-Acetat. H,S. 
Polarimetrisch (189,4 mm): — 0,19%o. 
Bertrand: KMnQ, II log tit 64960. 


10 ecm Harn >» 3,15 = 14,1 Cu = 7 Glukose; Niederschlag 


Alkohol j 
. 10 ecm Harn 

H,0 
.d) cem Harn 
entspr. 5 mg Glukose 
HO 
. & cem Harn 
entspr. 8 mg Glukose 
8't/2 Min. gekocht 
H,0 

1.6 cem 0,5°% 0 
Glukose == 8 mg 
S'/e Min. gekocht 
HO 





karminrot, rechtzeitig. 

+,60 = 20,5 Cu = 10 Glukose; Nieder- 
schlag karminrot, rechtzeitig. 

170 = 7.6 Cu = 3,5 Glukose; Nieder- 


schlag gelb bis karminrot, ersterer lauft 
beim Auswaschen durch das Filter. 


4,95 = 22,1 Cu = 11 Glukose; Nieder- 
schlag karminrot, rechtzeitig. 


4,00 = 17,9 Cu = 8.5 Glukose; Nieder- 


schlag karminrot, rechtzeitig, 


Il. Girungsversuch: Reinigung wie IL. 


A. + Glukose. 


Polarimetrisch (189,4 mm): — 0,23 bis 0,24°/o. 
B. Ohne Glukose. 

Polarimetrisch (189,4 mm): — 0,23°. 

Bertrand: KMn0O, Il log tit 64960. 


. 10 cem Harn \ 
Alkohol J 
. 10 eem Harn \ 
HO J 


3. 0.1 cem 0.5°/o 


Glukose = 1 mg 
10 ccm Harn | 
H,O 

. & cem Harn 

8's Min. gekocht 


1.5 cem 0,5° 0 
Glukose = 7,5 mg 
8'/e Min. gekocht | 
H,0 


| > 
H,0 


0,60 = 2,7 Cu = 1 Glukose; Niederschlag 


karminrot. 
1,95 = 8,7 Cu = 4Glukose; Niederschlag 


karminrot. 


265 = 11,8 Cu = 5,5 Glukose; Nieder- 
schlag karminrot. 


3,55 = 15,8 Cu = 7,5 Glukose; Nieder- 
schlag karminrot, mit etwas gelbem Oxydul, 
das beim Auswaschen durch das Filter lauft. 


3,70 = 16,5 Cu = 8,0 Glukose; Nieder- 
schlag karminrot, rechtzeitig. 


Glukose: polarimetrisch 0,04 bis 0,05°/o. 
Bertrand: 0,03 bis 0,04%o aus I. 4—5 und II. 4—8. 











¥ fies 


3. 10 eem Harn 
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Der Harn enthalt reduzierende Substanz mit niedriger Reduktions- 
temperatur. Die rechtsdrehende, vergarbare, reduzierende Substanz, 
muf, da andere Stoffe mit gleichen Eigenschaften bisher im Harn nicht 
cefunden wurden, zunachst auf Glukose bezogen werden. 


Versuch Nr. 7. 

Dtr.: 28jihr. Mann. Juvenile, progress. Paralyse auf (hereditir ?) 
syphilit. Grundlage. Wassermann-spinal +-, Nahrungsverweigerung. 
Gesamtzufuhr wahrend ihrer achttagigen Dauer bestand in etwa */s | Wasser 
und Kaffee pro 24 St. Gewichtssturz, dann unvermittelt tiberreichliche 
Nahrungsaufnahme (siehe Claude Bernard, Vorlesungen tber den Dia- 
betes, S. 38), verbunden mit einer ca. vierzehntagigen Harnflut von 3—4 | 
Harn pro 24 St., dessen spez. Gewicht wenig um 1028 schwankt. Der 
untersuchte Harn ist 24stg. Sammelharn vom 2. Tage der letzten Periode. 
Worm-Miller +, Trommer __, Trommer gekocht reichlicher, 

Fehling gelber Niederschlag. 
Indikan, Millon deutlich +-. Polarimetrisch ungereinigt nicht bestimmbar. 

I. Reinigung mit Pb-Acetat 3,7 g — H,S. 

Polarimetrisch (189.4 mm) — 0,07°%o. 

Il. Reinigung von I mit Phosphorwolframsdure 12,9 g, 
Pb-Acetat 2,5 g, H,S. 

Polarimetrisch (189,4 mm): 0,00 bis -+- 0,01 ° 0. 
Bertrand: KMn0O, Il log tit 69614. 


2.95 = 14,7 Cu = 7,0 Glukose; Nieder- 
|. 10 ccm Harn schlag gelb-orange neben vorwiegend kar- 
Alkohol minrot, von ersterem beim Auswaschen 
kleiner Verlust. 
2. 10 ecm Harn | 
» 3,00 = 14,9 Cu = 7,0 Glukose; wie 1. 
Alkohol j 


1 4,05 == 20,1 Cu = 10,0 Glukose; Nieder- 
H,O f schlag wie 1. 
i. 10 com Harn 

| 4.85 = 24,1 Cu = 12,0 Glukose; Nieder- 


schlag wie 1. 


Ll ccm 0,5°/o 
Glukose = 5 mg 
Alkohol 
Ill. Gdrungsversuch: Reinigung wie I. 
A. + Glukose. 
Polarimetrisch (189,4 mm): — 0,09°%o. 
B. Ohne Glukose. 
Polarimetrisch (189.4 mm): — 0,09 °/o. 
C. Reinigung von IIIA wie II. 
Polarimetrisch (189,4 mm): — 0,03 °/o. 
D. Reinigung von III B wie II. 


Polarimetrisch (189,4 mm): — 0,03 °/o. 
Hoppe-Seyler's Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXYV. 5 
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Bertrand: KMn0O, II log tit 69614. 


1. 10 cem Harn >» 030 = 1,5 Cu = 05 Glukose; Nieder- 
Alkohol j schlag ? 
2. 10 ccm Harn | » 0,30 = 1,5 Cu = 0,5 Glukose; Nieder- 
Alkohol j schlag ? 
» 1,95 = 9,7 Cu = 4,5 Glukose; Nieder- 


schlag karminrot, daneben gelbes Oxydul, 
welches beim Auswaschen teilweise durch 
das Filter lief. 


3. 10 ecm Harn 
H,O 


ae 


2,80 = 13,9 Cu = 7,0 Glukose; Nieder- 
schlag karminrot. 


1 ccm 0,5 °/o 

Glukose = 5 mg 

Alkohol 
Glukose: Polarimetrisch 0,03 °/o. 
Bertrand 0,06 °. 


| 
10 ecem Harn | 


Versuch Nr. 8, 
P.. r.: 3Yjahr. Mann. Neurasthenie mit Depression und Angst. 
Harn spez. Gew. 1023. Worm-Miller +, Fehling —, Trommer —, 
Trommer gekocht nach 3 Min. Abscheidung eines massigen, orange- 
farbigen Niederschlages. Indikangehalt m&Big stark, Millon +. 


I. Ungereinigt. 
Polarimetrisch (189,4 mm): — 0,10°%/o. 
Bertrand: mit 5 ccm Harn wegen heftigen Schiumens nicht 
ausfiihrbar. 


ll. Reinigung mit Pb-Acetat, H,S. 
Polarimetrisch (189,4 mm): — 0,04 °o. 
Bertrand: KMn0, II log tit 69614. 

1. 10 emm Harn \ 
Alkohol J 

2. 10 cmm Harn | 
H,0 j 

3. 10 cem Harn 
1 ccm 0,5°/o Glukose?; » 0,30 = 1,5 » = 0,5 : 
= 5 mg, Alkohol | 


0,25 = 1,2 Cu = 0,5 Glukose. 


II]. Reinigung vonl mit Phosphorwolframsdure, Pb- 
Acetat, HLS. 
Polarimetrisch (189,4 mm): 0,00°/o. 
Bertrand: KMn0Q, II log tit 69614. 


1. 10 ecm Harn | , tin Sie os we ei 
Alkohol } — oe 
2. 10 cem Harn ) 50 tla , 
H,0 j / a Se + a, e 





Be Stina 
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3. 10 ccm Harn 
1.4cem0,5°oGlukose } KMnO, II 3,80 = 18,9 Cu = 9 Glukose 
= 5,5 mg, Alkohol 

t, 10 ecm Harn 
1.1ccm0,5°/o Glukose > 430 = 214 » = 105 » 


= 5,5 mg, H,O 


IV. Gairungsversuch: Reinigung wie II. 
A. + Glukose. 


Polarimetrisch (189,4 mm): — 0,05”). 

B. Ohne Glukose. 

Polarimetrisch : — 0,08 °/o. 

C. ILA. + B. Reinigung wie IIL. 
Polarimetrisch (189,4 mm): — 0,01 °/o. 
Bertrand: KMn0O, Il log tit 69614. 

peo mam |. 080 = 45: On = 05 Glokose, 
2. as m Harn » 02 =12 » =05 ; 
3. 10 ccm Harn 

feem 0,5°/oGlukose } » 1,70 = 85 =m 4 

= 5 mg Alkohol | 
+. 10 ecm Harn 

1 ccm 0,5°/o Glukose | » 220 = 109» = 5 > 


= 5 mg, H,0 
Glukose: Polarimetrisch: 0,01 °/o. 
Bertrand: 0,04 bis 0,05°/o. 
Der Versuch zeigt, daf{’ das Verfahren von Funk ebensowenig 
veniigt wie Reinigung mit Pb-Acetat, H,S, um nach Bertrand die Glu- 
kose zu bestimmen. 


Versuch Nr. 9. 

Frau N.: 63jaéhrig. Semile Melancholie mit schwerer Angst; an- 
dauernde Conamina suicidii. Harn mit saurer Reaktion erst durch 
dauernde Gabe von Urotropin 1,5 g pro 24 St. zu erhalten. Spez. Gew. 
1021. Worm-Miller +, Fehling, Trommer —, Trommer 2 Min. 
gekocht reichlicher, gelber Niederschl., Indikan maf\ig stark. Keine Ver- 
dauungsstérungen, keine Obstipation. 

Polarimetrisch (189,4 mm): ca. — 0,18°/o. 


I. Reinigung mit Pb-Acetat 2,2 g, H,S. 
Polarimetrisch (189,4 mm): — 0,03 °/o. 
Il. Reinigung von I mit Phosphorwolframsaure, Pb- 


Acetat, H,S. 
Polarimetrisch (189,4 mm): 0,00°/o. 


8* 
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Bertrand: KMn0O, II log tit 69614. 


1. 10 cem Harn | 165 — 82 Cu = 4,0 Glukose: Nieder- 
Alkohol J schlag orange, neben wenig karminrot. 

2. 10 ccm Harn ) » 190 = 94 Cu = 45 Glukose; Nieder- 
HO J schlag karminrot. 


‘ 10 cem Harn ‘ » ' ) ' “ 
ea : ia 340 = 16,9 Cu = 80 Glukose: Nieder- 
ccm 0,5°/o Glukose 
: — | schlag wenig orange, sonst karminrot. 
& mg, Alkohol 
[1]. Gérungsversuch: Reinigung wie L. 


A. + Glukose. 


Polarimetrisch (189,4 mm): — 0,03 °/o. 
B. Ohne Glukose. 
Polarimetrisch (189.4 mm): — 0,03 °/o. 


C. IIB. Reinigung wie II. 
Polarimetrisch (189,4 mm): 0,00°/o. 
Bertrand: KMn0O, II log tit 69614. 


1. 10 ccm Harn | 0,45 = 22 Cu = 1 Glukose; Niederschlag 
Alkohol J gelb. 

2. 10 ecem Harn \ 115 = 5,7 Cu = 2,5 Glukose: Nieder- 
Alkohol y schlag orange, beim Auswaschen Verlust. 


2.55 = 12,7 Cu = 6,0 Glukose; Nieder- 
schlag wenig gelb, karminrot; von ersterem 
Verlust beim Auswaschen. 


3. LO cem Harn 
1 ecm 0,5°/o | 
Glukose = 5 mg | 
Alkohol 

Glukose: Polarimetrisch 0,00°/o. 


Bertrand: 0.02 bis 0,03°. 


Versuch Nr. 10. 

L....k.: O4&jiihr. Mann. Krimineller Dégeneré, Simulant’ (organ. 
Riickenmarkserkrankung ?) Selbstmordversuch, als er in Untersuchungs- 
haft zuriickgebracht werden soll. Keine Angstzustinde. Worm- 
Miiller negativ, Fehling, Trommer negativ. Trommer _ gekocht 
reichlicher, gelber Niederschlag. [ndikan stark vermehrt. Polarimetrische 
Ablesung nicht mdglich. 

I. Reinigung mit Pb-Acetat, H,S. 

Polarimetrisch (189,4 mm): — 0,10°/o. 

li. Reinigung von | mit Phosphorwolframsaure, Pb- 
Acetat, H,S. 

Polarimetrisch (189,4 mm): 0,00 °/o. 
Bertrand: KMn0Q, Il log tit 69614. 


1. 10 cem Harn \ _— 197 ¢ 6 Gluk 
Alkohol 0 Sas ee: 
2. 10 cem Harn | 


HO f >» 295 = 14,7 » =7 ; 
2 
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%. 10 ccm Harn 
1 cem 0,5° 0 
Glukose = 5 mg 
Alkohol 

i. 10 ecm Harn 


KMnQ, Il 4,65 23,1 » == 11,5 Glukose. 


1 cem 0,5 0/, 510 53 1p? 
“ », = Zou 2.) 
Glukose amg 


HO 





Il]. Girungsversuch: Reinigung wie I. 
A. + Glukose 3 g! auf 100 Harn. 


Polarimetrisch (189,4 mm): — 0,06°/o. 
B. Ohne Glukose. 
Polarimetrisch (189,4 mm): — O,11°/o. 


C. Reinigung von IIIB wie IL. 
Polarimetrisch (189,4 mm): 0,00 bis 4- 0,01° 0. 
Bertrand: KMn0, Il log tit 69614. 


| >» 1,0 = 5,0 Cu = 2,5 Glukose; Niederschlag 
1. 10 cem Harn Si Vella lai: iacsiainntRinen eta COAME Dias 
Lohol gelb, lauft beim Auswaschen zum Teil durch 
Alkoho | das Filter. 
2. 10 ccm Harn | 
1 ccm 0,5" 3,35 = 16,6 Cu = 8 Glukose; Niederschlag 
Glukose == 5 mg | karminrot, daneben gelb. 
H,O 


Glukose: Polarimetrisch 0,00 bis 0,01 °/o. 
Bertrand: 0,04°/o; es ist zweifellos eine weitere reduzierende 
Substanz vorhanden. 


Versuch Nr. 11. 

M....r.: d9jihr. Mann. Epileptischer Verwirrungszustand, am 
28/Ill. 3 g Paraldehyd. Nahrungsaufnahme gering. Harn vom 229. Ill. 
spez. Gew. 1023, riecht nach Aceton. Gerhardtsche Probe +, Legal --. 
Worm-Miiller -+-, Trommer, Fehling negativ; Trommer gekocht 
stark positiv. Eiweif negativ. Indikan erheblich. Polarimetrisch (100 mm): 

0.25 ° = ca. — 0,50 °/o. 
l. Reinigung mit 24g Pb-Acetat, H,S. 
Polarimetrisch (189,4 mm): — 0,20 °/o. 

Il. Reinigung von | mit Phosphorwolframsaure (50 ¢ 

auf 100 Harn 1), Pb-Acetat, H,S. 


Polarimetrisch (189.4 mm): — 0,07° 0. 
sSertrand: KMnO, Il log tit 64960. 
1. 10 cem Harn 7 
Alkohol 4.05 = 18,1 Cu = Glukose 


bo 


10 ccm Harn _ 
H,0 [ : 1,79 = 21,2 Cu= 10.5 Glukose. 
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3. 10 ccm Harn 
‘1cem 0,5 °/o 
Glukose = | 
H,O 





KMnQ, II 6,10 = 27,2 Cu = 13,5 Glukose. 


Gairungsversuch: Reinigung wie I. 
A. ++ Glukose 

Polarimetrisch (189,4 mm): — 0,22 °/o. 3 
B. Ohne Glukose 

Polarimetrisch (189,4 mm): — 0,21 °/o, 





A. Reinigung mit Phosphorwolframsaéure 23,4 g, Pb- 
Acetat 2.6 g, H,S. 
Polarimetrisch (189,4 mm): — 0,11 °/». 
B. Reinigung ebenso. 
Polarimetrisch (189.4 mm): — 0,11 °/o. 


Bertrand: KMn0O, II log tit 64960. 
1. 10 ccm Harn a : ” 

pre > 0,30 = 1,3 Cu = 0,5 Glukose. 
2. 10 cem Harn 


H,O >» 1,55 —6,9 Cu = 3 Glukose. 


10 cem Harn | 
m 05% | 
| 

| 


~e 


leem 0,5°/o 
Glukose = 5 mg 
Alkohol 

4. 10 ccm Harn 
1 com 0.5 2/0 


>» 030 = 1.3 Cu = 0.5 Glukose. 


» 610 = 27.2 Cu = 13,5 Glukose. 
-5mg, H,O 


A. und B. vereinigt. mit Phosphorwolframsaure voll- 
standig, Pb-Acetat, H,S ausgefallt. 

Polarimetrisch (189,4 mm): — 0,08 °/o. 
Bertrand: KMnQ, II log tit 64960. 

> 1,50=6,7 Cu=3 Glukose; Niederschlag 
gelb, lauft z. T. durch das Filter. 

>» 210=9,4Cu=4,5Glukose; gelb und rot 
gemischt, kein Verlust beim Waschen. 


1. 10cem Harn | 
Alkohol j 
2, 10 cem Harn \ 
H,O } 
3. 10ccem Harn 
| >» 415 = 18,5 Cu = 9 Glukose: Nieder- 
h: 


schlag rot. 


L com 0,5 °/o 
Glukose = 5 mg 
H,O 
Glukose: Polarimetrisch: 0,01 °%/o. 
Bertrand: 0,06 °/o, aber, wie Vergleich von Alkohol- und 
Wasserversuch zeigt, sicher zu hoch. 
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Versuch Nr. 12. 


Fs. 22jahr. Fiirsorgezégling. Vor 5 Jahren «Gehirnkrankheit mit 
Krimpfen>; damals wurde «Wasser» durch Operation aus dem Kopfe 
entfernt. Schwachsinnig. Harn dunkelbraun. Polarimetrisch nach Rei- 
nigung nur mit Pb-Acetat (189,4 mm): — 0,06 °/o 





: Worm-Miiller +, Fehling, Trommer —, Trommer gekocht 
i nach 2 Min. orangefarbjger Niederschlag, Indikan Spuren, Millon eben 
| erkennbar. 


I. Reinigung mit Phosphorwolframsaure, Pb-Acetat, H,S. 

Polarimetrisch (189,4 mm): + 0,01 °/o. 
Bertrand: KMnO, II log tit 64960. 

1. 10 ccm Harn ) > 0,55 = 2,5 Cu = 1,0 Glukose; 
Alkohol } Niederschlag orange. 

2. 10 ccm Harn » 2.75 = 12,3 Cu = 6.0 Glukose; 
H,O Niederschlag karminrot. 

3. 10 cem Harn 
1cem 0,5 °/o 
Glukose = 5 mg { 
Alkohol 


>» 285 = 12,7 Cu = 6,0 Glukose; 
Niederschlag karminrot. 


a 


>» 3,95 = 17,6 Cu = 8.5 Glukose; 
Niederschlag karminrot. 


. Wie 2, 8 '/2 Min. | 
gekocht } 
5. 1,2 ccm 0,5 °/o | 
Glukose = 6mg | >» 2,95 = 13,2 Cu = 6,5 Glukose ; 
8'/2 Min. eninuel Niederschlag karminrot. 
H,O 
Il. Girungsversuch: Reinigung wie I. 
A. + Glukose 0,1 g 
Polarimetrisch (189,4 mm): +- 0,08 °)o. 
B. Ohne Glukose 
Polarimetrisch (189.4 mm): +- 0,08 °/o. 
Bertrand: KMn0O, Il log tit 64960. 
1. 10cem Harn | > 0,35 = 1.6 Cu = 0,5 Glukose ; 
Alkohol } Niederschlag ? 
2. 10cem Harn | > 110 = 4,9 Cu = 2,0 Glukose; 
H,O j Niederschlag gelb. 
3. 10 ccm Harn 
1 com 0,5 °o 


Glukose = 5 mg 


Alkohol 


>» 3,20 = 14,8 Cu = 7.0 Glukose; 
Niederschlag karminrot. 








S¢ hlag. 


, 
ir. 


Hye.: 23)ihr. Wiirter. Dunkler Sammelharn (24stdg.) von etwa 
1 Monat, 


ment von 
Fehling, Trommer —, Trommer gekocht reichlicher. gelber Nieder- 
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7,6 ccm Harn 
(Rest), 81/2 Min. 
gekocht, H,O 
entspr. 1,42 mg 
Glukose 
Glukose: Polarimetrisch ? 
Bertrand: méglich (13: 113) 0,02 %o. 


| KMn0, II 1,65 = 7.4 Cu = 3,5 Glukose ; 
Niederschlag gelb und karminrot. 





Versuch Nr. 13. 





eemischte Nahrung. Harn spez. Gew. 1022, stark sauer, Sedi- 
freier Harnsiiure. Indikan betrachtlich, Worm-Miller —, 


Polarimetrisch ca, — 0,17 °o. 
I. Reinigung mit Pb-Acetat, H,S, Phosphorwolframsdaure, 
s 3 
Ph-Acetat, H,S. 


Polarimetrisch (189.4 mm): 0,00 ° o. 
Bertrand: KMnQ, Il log tit 64960. 


!. 10cem Harn > 1,10 = 4,9 Cu = 2,0 Glukose; 
Alkohol f Niederschlag gelborange. 
2. 10cem Harn | 1,60 = 7.1 Cu = 3,5 Glukose; 
H,O J Niederschlag orangerot. 
5. 10cem Harn | 
leem 0,5 %/o | 2.80 = 12,5 Cu = 6 Glukose; 
Glukose = 5 mg | Niederschlag karminrot. 
Alkohol 
ll. Giirungsversuch: Reinigung wie L. 
A. Glukose 
Polarimetrisch (189,4 mm): 0,00 °/o. 
I. Ohne Glukose | 
Polarimetrisch (189.4 mm): 0,00 ” 0. 
Bertrand: KMnO, Il log tit 64960. 
1. 10 eem Harn  ) >» 0,30 = 1,3 Cu = 0,5 Clukose ; 
Alkoho! J Niederschlag ? 
2, 10 ecm Harn) 0,85 = 3,8 Cu = 1.5 Glukose ; 
HO J Niederschlag orange. 
5. LO cem Harn 
L cem 0,5°% 0 | 1,45 = 6,5 Cu = 3,0 Glukose : 
Glukose = 5 mg | Niederschlag rot. 


Alkohol 








AEGON st: A 8s 


| 
keine Fillung, mit Pb-Acetat langsame Triibung. 


Polarimetrisch (189,4 mm): 0,00 °/o. 
Bertrand: KMn0, II log tit 64960. 


|. Mit 10 cem Harn wegen Schiumens nicht durchfihrbar. 





cem 
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4, 10 cem Harn | 
1 ccm 0,5° 0 (| KMn0O, II 2,60 = 11,6 Cu = 5,5 Glukose: 
Glukose = 5 mg | Niederschlag rot. 
H,0 


Glukose: polarimetrisch 0,00°/o. 
Bertrand: Cu,O in Lésung gehalten. 


[11. 1000 ccm Harn Reinigung wie I; dann im Vakuum eingeengt : 


= 10 ccm Harn. Gelbe Lésung, mit Phosphorwolframsiure 


2.5 cem Harn | KMnO, IL 1,95 ccm = 8,7 Cu = 4 Glukose: 


Alkohol » Niederschlag orangerot. 

3. wie 2 2,00 ccm = 8,9 Cu = 4 Glukose ; 
Niederschlag orangerot. 

4. > cem Harn | > 7,90 = 35,3 Cu = 17,5 Glukose; 
H,O J Niederschlag karminrot. 


>. d cem Harn | 


1 ccm 0,9°)0 | > §,05 = 22,5 Cu = 11 Glukose; 
Glukose - | Niederschlag karminrot. 
omg, Alkohol 


Glukose: polarimetrisch 0,00°/o, 
Bertrand (aus 1, 2, 4 korrig. Tab. 1): 0,03" ». 


IV. Nach 2 Monaten wird II] mit Phosphorwolframsiure versetzt, 
kein Niederschlag, dann mit etwa 3 g Pb-Acetat 12 St. im Dunkeln 
stehen gelassen; Ausfallung unvollstaéndig, trotzdem filtriert, mit H,S 
entbleit. Loésung schwach, aber noch deutlich gelb gefarbt. 


Polarimetrisch : 0,00 %o. 
Bertrand: KMnO, II log tit 64960. 
1. 10cem Harn >» 255 = 11,4 Cu = 5,5 Glukose; 
Alkohol 
10ecem Harn > 510 = 228 Cu = 11,0 Glukose; 
| 


Niederschlag karminrot. 


DO 


H,O 


3. 4.55 em Harn 


Niederschlag karminrot. 
2,20 = 9,8 Cu = 4,5 Glukose, 
- dmg Glukose Niederschlag gelb und karminrot ge- 


H,O mischt. 


. 6cem Harn 


a 


= 6,5 mg Glukose| 3,55 — 15,8 Cu = 7,5 Glukose; 
8'/2 Min. gekocht | Niederschlag karminrot, Spuren gelb. 
H,O 














Berthold Oppler, 


5. 1.3 ccm 0,5 °'o 
Gluk., = 6,5mg | KMnO,113,25 = 14,5 Cu = 7,0 Glukose: 
8 '/e Min. gekocht Niederschlag karminrot. 
H,O 
Glukose: Polarimetrisch: weniger als 0,001 °/o. 
sertrand: 0,0065 °/o ist der mégliche Zuckergehalt, 4 u, 5 
beweisen, daf’ auch dieser Betrag zu hoch ist. 


Wiederholung von I und II nach 2 Monaten mit verbesserter Me- 
thodik. Polarimetrisch: — 0,17 °/o. 





V. Reinigung mit Phosphorwolframsiaure, Pb-Acetat, H,S. 


Polarimetrisch: 0,00 °/o. 


Bertrand: KMnQ, II log tit 64960. 

1. 10ccem Harn | > 040 = 1,8 Cu = 1,0 Glukose ; 
Alkohol j Niederschlag ? 

2. 10 ccm Harn >» 0,90 = 4,0 Cu = 2,0 Glukose; 
H,0 Niederschlag gelb. 


10 com Harn 
1 ccm 0.5°/o Gluk. 
5mg, H,O 


-- 


| 3,45 = 15.4 Cu = 7,5 Glukose; 
| Niederschlag karminrot. 


4. Wie 2, 81/2 Min. » 1,75 = 7,8 Cu = 3,5 Glukose; Nieder- i 
gsekocht schlag wenig gelb, sonst karminrot. 
d. 0,2 com 0,5 °/o 
Glukose = 2 mg | > 1,35 = 6 Cu = 3,0 Glukose; . 
8'/z Min. gekocht { Niederschlag rein karminrot. 
HO | 


Indikan betrachtlich, Millon erheblich. 

VI. Girungsversuch: Reinigung wie V. 

+ Glukose. 

Polarimetrisch: 0,00 °o 
B. Ohne Glukose. 


Polarimetrisch: 0,00 °/o 
Bertrand: KMnO, KMn0O, Il log tit 64 960. 









Lae 0,25 = 1,1 Cu = 0,5 Glukose; Niederschlag ” 
Alkohol f 

2. 10 é ‘ . , 
* om aan >» 0.30 = 1.3 Cu = 0,5 Glukose; Niederschlag ? 

2 

3. 10 eem Harn 
1 ccm 0,5 ' 2.40 = 10,7 Cu = 5 Glukose; Niederschlag 
Gluk. = 5 mg karminrot 
H,O 

i. wie 2, \ > 0,75 =3,4Cu= 1,5 Gluk.; Niederschlag gelb bis 
8/2 Min. gekocht f orangerot. Beim Auswaschen geringer Verlust. 








? ‘ pe ° yg” 
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5. 0,2 ceom 0,5 °/o |} 
Gluk. = 1 mg | KMn0O,II 0,80 = 3,6 Cu 1,5 Glukose; Niederschlag 


81/2 Min. gekocht | karminrot 
H,O 
Glukose: polarimetrisch: 0,00 °%/o, aus IV sicher unter 0,001 °)o 
Bertrand: 0,01 %o, » IV : >» —-0,0065 ° » 


Versuch Nr. 1 #. 


R.: 22jahriger Warter. Ca. 3 Wochensammelharn (24stdg.). Ce- 
mischte Kost. Harn spezifisches Gewicht 1013. Worm-Miiller 
Fehling, Trommer —, Trommer gekocht Spur roter Niederschlag. 
Indikan Spuren. Polarimetrisch (189,4): — 0,05 °/o. 


I. Reinigung mit Phosphorwolframsiaure, Pb-Acetat, 


Polarimetrisch (189,4 mm): 0,00 °o. 
Bertrand: KMn0O,4lI log tit 99 968. 


1. ponte Harn 015 = 15 Cu = 0,5 Glukose; Niederschlag ” 
2. 10 ecm Harn | » 0,20 = 2,0 Cu = 1,0 Glukose; Niederschlag 
H,O j orange 
3. LO cem Harn © 
1 cem 0,5 °/o | >» 1,35 = 13.5 Cu = 6,5 Glukose; Niederschlag 
Gluk. = 5 mg | Spur orange, sonst karminrot 
H,O 


II]. Girungsversuch: Reinigung wie I. 
A. + Glukose 
Polarimetrisch (189,4 mm): 0,00 °%o 
B. Ohne Glukose 
Polarimetrisch (189,4 mm): 0,00 °/o 
Bertrand: KMn0O,1 log tit 99 968. 


oe } > O15 = 1,5 Cu = 0.5 Glukose; Niederschlag + 
2.10 cem Harn) 020 — 2,0 Cu = 1,0 Glukose; Niederschlag 
H,O f orange 
3. 10 cem Harn 
1 ccm 0,5 °/o | 1,30 — 13,0 = 6.0 Cu Glukose; Niederschlag 
Gluk. = 5 mg | karminrot 
H,O 


Glukose: polarimetrisch: 0,00 °/o 
Bertrand: 0.00 °/o 


O88 eee Rie ag 
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Versuch Nr. 18. 


J.: 25jéhriger Warter. Ca. 3 Wochensammelharn (24stdg.). Ge- 
mischte Kost. Harn spezifisches Gewicht 1023. Worm-Miiller ? 
Fehling, Trommer —, Trommer_ gekocht gelber Niederschlag. 
Polarimetrisch (189.4): — 0,13 °/o. 

l Reinigung mit Pb-Acetat, H,5; Phosphorwolfram- 
siiure, Pb-Acetat, H,S. 

Polarimetrisch (189,4 mm): 0,00 °/o bis -- 0,01 °%o 

Bertrand: KMnQ, | log tit 99.968. 


1. 10 com Harn ) » 040 = 4 Cu = 2,0 Glukose; Niederschlag 
Alkohol f gelb 

2. 10 ccm Harn) 0.95 = 9.5 Cu = 4,5 Glukose; Niederschlag 
HO J gelborange 

3. 10 ccm Harn \ 
I ccm 0,5 °/o 1,95 = 19,5 Cu = 9,5 Glukose; Niederschlag i 
Gluk. = 6 mg | karminrot 
HO 


Il. Reinigung mit Phosphorwolframsaure, Pb-Acetat, 


Polarimetrisch (189,4 mm): 0,00 °/o 
Bertrand:  KMn0O, | log tit 99 968. 








1. 10 cem Harn |) » 0,80 = 3 Cu = 1,5 Glukose; Niederschlag 
Alkohol J gelb 

2. 10 cem Harn | » 0,85 = 8,5 Cu = 4,0 Glukose; Niederschlag 
HO f orange 

3. 10 cem Harn 
lf eem 05%  { > 1,85 = 185 Cu = 9,0 Glukose; Niederschlag 
Gluk. 5 mg | karminrot 
HO | 


Il. Garungsversuch: Reinigung wie II. 

A. + Glukose 
Polarimetrisch (189,4 mm): 0,00 bis — 0,01 °o 
Bertrand: KMn0, I log tit 99 968. 

|. 10 eem Harn 
Alkohol 

2. 10 ecm Harn 


\ 
J 
\ 
H,O | 
| 
| 











0.15 = 1.5 Cu = 0.5 Glukose; Niederschlag ” 


- 


» 0385 = 3,5 Cu = 1,5 Glukose; Niederschlag * 


3. 10 cem Harn 
150 = 14.9 Cu = 7 Glukose; Niederschlag 
karminrot 


1 ccm 0,5 °/o 


Gluk. 5 mg 
HO 
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Bb. Ohne Glukose 
Polarimetrisch (189.4 mm): 0,00 °/o 
Bertrand: KMn0O, II log tit 64 960. 


de é P m = 
1. Wee Herm 1, gan us £8 :Cu ee Oy Obenen; Medennehing 7 


Alkohol j 

on tere | > 065 = 2,9 Cu = 1,5 Glukose; Niederschlag ? 
H,O j 

3. 10 ccm Harn 
1ceom0,5°>o | » 2,70 = 12,1 Cu 6,0 Glukose; Niederschlag 
Gluk. == 5 mg gelb und rot gemischt 
H,O 


Glukose: polarimetrisch: 0,00 °/o 
sSertrand: 0.02 bis 0,08 °. 


Versuch Nr. 16. 


Dr. F.: 26jahriger Arzt. Sammelharn 3 Wochen (24stdg.). Ge- 
mischte Kost. Harn spezifisches Cewicht 1019. Farbe braun. Indikan, 
Millon schwach positiv. Worm-Miller? Fehling, Trommer —, 
Trommer gekocht gelber Niederschlag.  Polarimetrisch (100 mm) 

- 0,05 = ca. — 0,10 %o. 
I. Reinigung mit Phosphorwolframséure, Pb-Acetat, 


Polarimetrisch (189.4 mm): 0,00 °/o 
Bertrand: KMnO, Il log tit 64 960. 


1. 10 cem Harr — ' 
we Pe 4 0,35 = 1,6 Cu = 0,5 Glukose; Niederschlag ¥ 

Alkohol j 

2.10 ccm Harn | ' ; at 
y a 0,45 = 2,0Cu = 1,0 Glukose; Niederschlag ? 

2 

4. 10 ccm Harn 
deem 05°. | » 2,95 = 13,2 Cu = 6,5 Glukose; Niederschlag 
Gluk. = 5 mg | rein karminrot 
H,O 

4. Wie 2, ) » 1,00 = 4,5 Cu = 2 Glukose; Niederschlag 
8'/2 Min. gekocht f gelb bis karminrot gemischt 

>. 0,2 com 0,5 %o | 
Gluk. = 1 mg | » 0,80 = 3,6 Cu = 1,5 Glukose; Niederschlag 
81/2 Min. gekocht | rein karminrot 
H,0 


Indikan deutlich, aber nicht betrachtlich. 
Il. Girungsversuch: Reinigung wie I. 
A. + Glukose 
Polarimetrisch (189.4 mm): 0,00 °/o 
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i}. Ohne Glukose 
Polarimetrisch (189,4 mm): 0,00 °/o 
Bertrand: KMnO, II log tit 64 960. 


1. 10 ccm Harn | ne z ; 
>» 0,25 = 1.1 Cu = 0.5 Glukose: ? 

Alkohol | ),25 = 1,1 Cu = 0,5 Glukose; Niederschlag 
2. 10 cem He . - , 

H oe ites » 0,35 = 1,6 Cu = 0,5 Glukose; Niederschlag ? 
3. 10 ecm Harn | 

lL ecem 0,5°%o | » 2,05 = 9,2 Cu = 45 Glukose; Niederschlag 

Gluk. 5 mg | ziegelrot bis karminrot 

H,O 

Glukose: Polarimetrisch: 0,00 °/o 


Bertrand: unter 0,01 °o. 


Versuch Nr. 17. 


Lp.: 25jahriger Praktikant. 3 Wochensammelharn (24stdg.). Ge- 
mischte Nahrung. Harn spezifisches Gewicht 1022. Worm-Miller, 
Fehling, Trommer—; Trommer gekocht gelber Niederschlag. Indikan 
Spuren. Millon?  Polarimetrisch (100 mm): — 0,04 = ca. — 0,08 °/o. 

. Reinigung mit Phosphorwolframsadure, Pb-Acetat, 
HS. 

Polarimetrisch (189,4 mm): 0,00 °/o 

Bertrand: KMn0Q, Il log tit 64 960. 


1. 10 ccm Harn : — a | 
Alkohol » 0,40 = 1,8 Cu = 1,0 Glukose; Niederschlag ? 


1,25 = 5,6 Cu = 2,5 Glukose; Niederschlag 
gelb, orange, Spur karminrot 


| 

J 

2. 10 eem Harn | 
H,O j 
3. 10 cem Harn 
{ 


1 ccm 0,5 %/o » 3,50 = 15,6 Cu = 7,5 Glukose; Niederschlag 


Gluk. = 5 mg karminrot 
H,O 

t. Wie 2, )} » 1,90 = 8 5 Cu = 4,0 Glukose; Niederschlag 
8'/2 Min. gekocht f gelb bis karminrot 


5. 0,5 cem 0,5 °/o 


Gluk. = 25mg » 1,55 = 6,9 Cu = 3,0 Glukose; Niederschlag 


8'/s samen karminrot 

H,O 

Il. Garungsversuch: Reinigung wie I. 
A. -+- Glukose 


Polarimetrisch (189.4 mm): 0,00 °%/o 

B. Ohne Glukose 
Polarimetrisch (189,4 mm); 0,00 °/o 
Bertrand: KMnQ, IIL log tit 64 960. 
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- 0 com Hare | cno, 10,06-=1/60u 06 Glukone; Nedemeliiag? 
Alkohol j 
10 ccm Harn ‘ ' os . 
>» 0,45 = 2,0 Cu = 1,0 Glukose; Niederschlag ” 
H,O 
10 ccm Harn 
1eem 05% (| » 2,55 = 11,4 Cu = 5,5 Glukose; Niederschlag 
Gluk. = 5 mg | karminrot 
H,O 
Wie 2, ) » 1,00 = 4,5 Cu = 2,0 Glukose; Niederschlag 
8'/2 Min. gekocht f orange 
0.2 ccm 0,5 °/o 
Gluk. = 1 mg | >» 0,80 = 3,6 Cu = 1,5 Glukose; Niederschlag 
8/2 Min. gekocht | Spur orange neben karminrot 
H,O 
Glukose: Polarimetrisch: 0,00 %o 
Bertrand: 0,01 bis 0,02 °/o. 
Versuch Nr. 18. 
Me... y.: 23jahriger Praktikant. Sammelharn von 20 Tagen 


(24stdg.). Spezifisches Gewicht 1020. Trommer, Fehling negativ; 
gekocht gelber, dicker Niederschlag. Worm-Miiller negativ. Millon 
betrachtlich. Indikan schwach positiv. Polarimetrisch 100 mm-Rohr: 
— 0,03 bis 0,04 %o. 


l Reinigung mit Phosphorwolframsadure, Pb-Acetat, H,5. 


a 


. 10 ecem Harn 


Polarimetrisch (189,4 mm): 0,00 °/o 
Bertrand: KMnQ, Il log tit 64960. 
>» 1,05 = 4,7 Cu = 2,0 Glukose; Niederschlag 


8/2 Min. gekocht Spur gelb, sonst karminrot 


. 0,6 cem 0,5 °/o 


Alkohol gelb 
10 ccm Harn » 1,45 = 6,5 Cu = 3,0 Glukose; Niederschlag 
H,O ziegelrot, beim Auswaschen Spur verloren 
10 ccm Harn 
04 ccm 05% | » 220—98 Cu = 4,5 Glukose; Niederschlag 
Gluk. = 5 mg | karminrot 
H,O 
. Wie 2, | » 2,05 = 9,2 Cu = 4,5 Glukose; Niederschlag 
J 
Gluk. = 3 mg | » 1,75 = 7,8 Cu = 3,5 Glukose: Niederschlag 
81/2 Min. gekocht | Spur gelb, sonst karminrot 
H,O 


Il. Garungsversuch: Reinigung wie I. 


A. + Glukose. 


Polarimetrisch (189,4 mm): 0,00 °/o 











128 Serthold Oppler, 


B. Ohne Glukose. 
Polarimetrisch (189.4 mm): 0,00 °/o 
Bertrand: KMnO, II log tit 64 960. 
0 ce 1; . a _ si 
1. 10 ccm Harn | >» 0,35 — 1,6 Cu = 0,5 Glukose; Niederschlag ¥ 
Alkohol | 
2. 10 ccm Har , aad - ™ 
: — om >» 035 = 1,6 Cu = 0,5 Glukose: Niederschlag 
3. 10 cem Harn 
{ 


1 ccm 0,5 °/o » 26d = 11,8 Cu = 5.5 Glukose: Niederschlag 


Gluk. = 3.5 me | karminrot 
H,O 

i. Wie 2, | 1,05 = 4,7 Cu 2,0 Glukose: Niederschlag 
8' 2 Min. gekocht f orange 


5. 0,2 cem 0.5 %/v 
Gluk. 11mg | » O80 = 3,6 Cu = 1,5 Glukose; Niederschlag 
H,O, 8'/2 Min. | Spur orange, sonst karminrot 


gekocht 
(ilukose: polarimetrisch: 0,00 °/o 
Bertrand: 0,02 bis 0,03 °/o. 


Versuch Nr. 19. 
Pferdeblut |. 20 Minuten nach Gewinnung verarbeitet. 


A. Altes Phosphorwolframsaure-Verfahren. 


Blut (Ammonoxalat) 100 cem 
(Gresamtfliissigkeit 2158 
Aliquoter Teil 1776 
konzentr. 15,84 
Polarimetrisch (189,4 mm) : -+- 0,82 bis + 0,83 °%o: Glukose im 


Blut 0,063 ° ». 
Bertrand: KMn0O, Il log tit 64960. 


1. 3cem Blutlésung ) » 3,95 18,0 Cu= 9 Glukose: Niederschlag 
Alkoho!l f karminrot. 
S teenies | 4,25 = 19,0 Cu = 9,5 Glukose; Nieder- 
” schlag etwas gelb, orange, karminrot, 
4,0 geringer Verlust beim Auswaschen. 
5 ering 
g. icone >» 225 = 10,0 Cu = 4,5 Glukose; Nieder- 
entspr. 0 mg Glu- schlag gelb bis ziegelrot, wenig karmin- 
kose, H,O | rot, geringer Verlust beim Auswaschen. 


Glukose: 0,064 °/o. 
Bk. Mit Phosphorwolframsadure vollstandig ausgefallt, mit 
krystallisiertem, tiberschiissigen Pb-Acetat, H,S wie 
Harn behandelt. 
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slut (Ammonoxalat) 100 ccm 
Gesamtfliissigkeit 2158 
Aliquoter Teil 1751 > 
>» konzentr. 15,91 
Polarimetrisch (189,4 mm) : +- 0,33 °%/o; Glukose im Blut 0,065 °/o. 


Bertrand: KMnQ, Il log tit 64960. 


1. 4ccm Blutlésung 5,00 == 24,6 Cu = 12 Glukose; Niederschlag 
Alkohol j karminrot. 
2. £cem Blutlisung \ >» 620= 27,7 Cu= 135 » . 
H,O J karminrot, Spuren orange. 
3. 1,6ccm Blutlésung : ie 
~ : >» 2,00= 11,2 Ca = 65 Glukose ; > 
entspr. 5 mg Glu- k ona ' 
<arminro uren orange. 
kose, H,O ; : —s 


Glukose: 0,066 °/o. 

Die konzentrierten, aliquoten Teile von A. und B. sind noch ziem- 
lich stark gelb gefiirbt, A. stairker als B. Ersterer gibt mit Phosphor- 
wolframséure einen erheblichen, B. einen geringen Niederschlag. Da ein 
(iirungsversuch keine wesentlichen Aufschliisse erwarten laft, werden 
die Lésungen vereinigt. Die Mischung enthalt etwas mehr (#/s ca.) von 
A. als von B. Die Mischung wird mit krystallisierter Phosphorwolfram- 
siiure ausgefillt, nach 12 Stunden filtriert, mit Pb-Acetat und H,S wie 
Harn behandelt. Die Lésung ist von H,O nicht zu unterscheiden hin- 
sichtlich Farbung. 

Polarimetrisch (189,4 mm) : + 0,32 %o. 

Bertrand: KMn0Q, II log tit 64960. 
| >» 4,20 = 18,7 Cu = 9 Glukose; Niederschlag 
karminrot, vor Siedebeginn fast voll- 
stindig abgeschieden. 
>» 4,65 = 20,8 Cu= 10,5 Glukose; Niederschlag 
karminrot, vor Siedebeginn fast voll- 
stiindig abgeschieden. 
Zu weiteren Bestimmungen war kein Material mehr vorhanden. 
Das Mittel samtlicher Bestimmungen ergibt im Blute 
Glukose: polarimetrisch: 0,064 ° 0. 
Bertrand: 0,065 °/o 


1. 3ccm Blutlésung | 
Alkohol 


2. 3 cem Blutlésung 
H,O 


Versuch Nr. 20. 
Pferdeblut Il. Ca. 6 Stunden nach Gewinnung verarbeitet. 


Reinigung nach dem alien Phosphorwolframsiureverfahren. 


Blut (Ammonoxalat) 2100 
Gesamtfliissigkeit 20340 
Aliquoter Teil 14050 
> » konzentr. 200; 1 ccm = 7,253 ccm Blut. Polari- 
metrisch (189,4 mm) : + 0,16 °/o. Glukose im Blut: 0,022 °/o. 
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A. Die Lésung ist noch stark gelb gefarbt. 


Bertrand: 
5 ccm Blutlésung 


Alkohol 


5 ccm Blutlésung 
H,O 


Secm Blutlisung 
8*2 Min. gekocht 


KMn0O, II log tit 64960. 
| >» 3,95 = 17,6 Cu = 8,5 Glukose; Niederschlag 
gelb und rot, verspatet abgeschieden, 
| beim Auswaschen erheblicher Verlust. 
>» 550 = 24,6 Cu =12 Gluk.; Miederschl. weniz 
gelb, vorwiegend karmin. Der gelbe liuft 
zum groBen Teil durch das Filter beim 
Auswaschen. Abscheidung verspitet. 
KMnOs I log tit 99968 3,15 = 31,4 Cu == 15,5 
- Glukose; Niederschlag Spur gelb, sonst karmin- 





H,O | rot, ersterer geht beim Waschen durch das Filter. 
Es sind Stoffe vorhanden, welche Cu,O in Loésung halten. 


B. Die Lésung A. wird zum Teil mit Pb-Acetat und H,S weiter gereinigt. 


Die Lésung, 1 ccm = 7,253 Blut, ergibt polarimetrisch (189,4 mm 
+- 0,21 °/o, demnach Glukose im Blut 0,029 °/o. 
Bertrand: KMn0O, II log tit 64960. 

» 4,65 = 20,8 Cu = 10 Glukose; Niederschlag 
etwas verspatet, wenig gelb, sonst rot, 
ersteres laéuft durch das Filter beim 
Waschen. 

» 5,55 = 24,8 Cu = 12 Glukose; Niederschlag 
1 Minute verspatet, Spuren gelb, sonst 


1. 5cem Blutlésung 
Alkohol 





2. 5 ccm Blutldsung | 
H.O rot, ersteres lauft durch das Filter beim 
: Waschen. 
5. 5cem Blutlésung 5,35 = 23,9 Cu = 12 Glukose; Niederschlag 
H,O wie 2. 


4, 2,08 ccm Blutli- 
sung entspr. 5mg 
Glukose, H,O 

5. 5 ecm Blutlésung ) 

8'/s Min, gekocht 


2,35 = 10,5 Cu = 5 Glukose; Niederschlag 
gelb bis orange; nicht unerheblicher 
Verlust an ersterem. 

» 7,20 = 32,1 Cu = 16 Glukose; Niederschlag 

karminrot, daneben nicht unerhebliche 

Menge gelbes bis ziegelrotes Cu,0. 


H,O 
6. 2,4 ccm 0,5 °/o Glu- 
kose = 12 mg 8 '/2 
Min. gekocht H,O 
Glukose: polarimetrisch 0,029 °/o. 
Bertrand (Alkohol 1, korrig.) 0,030 °/o. 

Trotz Ubereinstimmung der Bestimmungen untereinander und mit 
der polarimetrischen Bestimmung ist der Wert wegen der falschen Be- 
schaffenheit des Oxyduls nach Farbe und Abscheidungszeit unrichtig. 
Aus 4—6 geht hervor, daf’ entweder Oxydul in Lésung blieb oder Cu,” 
aus weiteren, reduzierenden Substanzen mit ausgeschieden wurde. Es 


5,75 = 25,7 Cu = 13,0 Glukose; Niederschlag 
rein karminrot. 


¥ 
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wird daher ein Teil der Lésung B. in der gleichen Weise wie Harn mit 
Phosphorwolframsaure, Pb-Acetat, H,S erschépfend behandelt. Die véllig 
farblose Lésung dient zu 

C. Lésung 1cem = 7,253 ccm Blut; polarimetrisch (189,4 mm): 

+ 0,26 °, Glukose im Blut 0,036 °o. 
Bertrand: KMnQ, II log tit 64960. 

6,95 = 31,0 Cu = 15,5 Glukose; Niederschlag 

rechtzeitig, rein karminrot. 
7,55 = 33,7 Cu = 17 Glukose; Niederschlag 


1. 5ccm Blutlésung 
Alkohol 

dccm Blutlésung 
H,O 


J 
3. 1.41 ccm Blutlé- | 


be 
e 


rechtzeitig, rein karminrot. 


2,10 = 9,4 Cu = 4,5 Glukose; Niederschlag 


sung entspr. 5 mg ; ; 
eine Spur gelb, sonst karminrot. 


Glukose H,O 
deem Blutlésung 
81/2 Min. gekocht 
HO 

5. 3.4 ccm 0,5 °/o Glu- 


a 


8,20 = 36,6 Cu = 18 Glukose; Niederschlag 
rechtzeitig, karminrot. 


>» 7,80 = 34,8 Cu = 17,5 Glukose; Niederschlag 


kose = 17 mg 81/2 e 
rechtzeitig, karminrot. 


Min. gekocht H,O 

Glukose: Alkoholversuch (korrig.) 0,046 °/o. 

Fiir einen Girungsversuch CII. reichte das Material nicht. 

Der nachste Versuch liegt zeitlich vor C. Von der Lésung B. 
werden 100 ccm mit 100 ccm H,O verdiinnt, dann wie Harn mit krystallis. 
Phosphorwolframsiiure, Pb-Acetat, HS erschépft. Die Losung, eben noch 
erkennbar gelb gefarbt, dient zu DI. und DII. 

DI. 1 ccm Blutl6sung = 3,627 ccm Blut. 
Polarimetrisch (189,4 mm): -+- 0,13 °/o; Glukose im Blut 0,036 °)o. 
Bertrand:  KMn0O, II log tit 64960. 
>» 640 = 28,6 Cu = 14 Glukose; Niederschlag 
rechtzeitig, karminrot. 
» 6,45 = 28,8 Cu = 14 Glukose; Niederschlag 


1. 10 cem Blutlésung 
Alkohol 
») ain 
2. wie | a 
rechtzeitig, karminrot. 
>» 6,95 = 31,0 Cu = 15,5 Glukose; Niederschlag 
rechtzeitig, karminrot. 


3. 10 cem Blutlésung 
H,O 
t. 10 cem Blutl6sung 


J 
\ 
J 
\ 
J 
1 ccm 0,5". Glu- | 
| 
| 


» 9,35 = 41,7 Cu = 21,5 Glukose; Niederschlag 


: rechtzeitig, karminrot. 
kose = 5 mg, H,O 


d. 3,2 ccm Blutlésung 
entspr. dmg Glu- 
kose, H,O 

6. 10 ccm Blutlésung 

8/2 Min. gekocht 

HO 


>» 1,35 = 6,0 Cu = 38 Glukose; Niederschlag 
z. T. gelb im Filterrohr abgeschieden, 
karminrot. 

>» 8,80 = 39,3 Cu = 19,5 Glukose; Niederschlag 
rechtzeitig, karminrot. 


a 
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7, 3,1 ccm 0.9% GlU- | Kyo, 117,25 = 32,4Cu = 16,0 Glukose; Nieder- 


kose = 15,5mg,8'1¢2 
Min. gekocht, H,O 


Ss 38 Ce 0.5°/o G - ‘ or ed ‘ ve 
ieee xi ilu | > 8,30 == 37,0 Cu= 18,5 Glukose; Niederschlag 


“co ¢ & 1 a . 
kose = 19 mg, 5 "is { rechtzeitig, karminrot. 
Min. gekocht, H,O : 


Glukose im Blut: 0,041 °/o. Jedoch ist der Wert vielleicht etwas 
zu niedrig, da Cu,O in Lésung haltende Stoffe in geringer Menge vor- 


schlag rechtzeitig, karminrot. 


handen sind (4; 5), 

Wiirde aufer Glukose keine weitere, reduzierende Substanz zugegen 
sein, so wiirde der Reduktionswert (6-8) sich zu 0,052 %o berechnen. 
Nas widerspricht den polarimetrischen Werten vor und nach der Garung. 
Es ist demnach zweifellos eine zweite reduzierende Substanz (3, 6, 7) an- 





wesend. 

Dil. Girungsversuch: Der betrichtliche Gehalt an Essigsaure 
machte thre Abstumpfung notwendig. 10 ccm DI. = 34,7 ccm 1/10 Normal- 
NaOu. 

A. -+- Glukose: 26 ccm DI. werden mit etwas weniger als der 
erforderlichen Menge ‘/1o NaOH abgestumpft, 0,12 g Glukose darin gelést, 
mit Hefeaufschwemmung und H,O auf genau 250 ccm aufgefiillt. Nach 
30 St. wird mit etwas krystallisierter Phosphorwolframsaure ausgefillt, 
dann mit Pb-Acetat und H,S. Aliquoter Teil 2183 ccm = 22,7 ccm Blut- 
lisung DI. Im Vakuum eingeengt und auf genau 22,70 ccm gebracht. 
Die filtrierte Lésung ergibt polarimetrisch (189.4 mm): 0,00 %o. 

B. Ohne Glukose: 52 cem DI. werden wie A., aber ohne Glukose- 
zusatz, behandelt und auf genau 550 ccm aufgefiillt. Aliquoter Teil 
505 com == 47,75 com DI. Im Vakuum eingeengt und auf 47,75 ccm ge- 
bracht. Die filtrierte Loésung ergibt polarimetrisch (189,4 mm): 

O01 Vo, 
Bertrand: KMnQO, Il log tit 64960, 





os SlOsitek PUES stapes 


ya 2 6) or ae ’ -~ ~ +: 
1. 10 ccm Blutiésung >» 0,25 1,1 Cu = 0.5 Glukose; Niederschlag ? 
Alkohol 
2. wie | 1 > 030= 1,1 >» =05 > > 
3. 10 ccm Blutlésung , i 
H.O : >» ODSO= 22 » =10 
4. 10 cem Blutlésung | 
1 cem 0.5% Glu- ¢ » 2,85 =11,4 » =5,5 > > rot. 
kose = dmg, H,O 


Glukose im Blut aus DI. u. DIIL.; aus C. und DIL. 
Polarimetrisch: 0,039 %o; 0,039 °/o, 


Bertrand: 0,040 %; 0,044 %/o. 
RR 


Mittel 0,042 °/o; jedoch ist 0,044 %/o als 
der richtigere Wert anzusehen. 
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V. 
Kurze Ubersicht. 


I. 


Um -Traubenzucker in Konzentrationen unterhalb der 
Empfindlichkeitsgrenze der qualitativen Reaktionen erkennen 
und quantitativ durch Polarisation und Reduktion vor und 
nach der Gérung bestimmen zu kénnen, wird Harn mit Phos- 
phorwolframséure, Pb-Acetat und H,S entfiirbt, wobei gleich- 
zeitig stérende reduzierende, Cu,O in Loésung haltende und 
linksdrehende Substanzen entfernt werden. Um Fehler bei 
der polarimetrischen Bestimmung, hervorgerufen durch die 
Bildung optisch aktiver Substanzen aus Traubenzucker beim 
Giirungsprozeh, zu vermeiden, wird eine Hilfsbestimmung mit 
Traubenzuckerzusatz eingefiihrt. Die Reduktionsbestimmung 
nach Bertrand lift, als ,,fraktionierte Reduktion ausgefiihrt, 
stérende, reduzierende Stoffe neben Glukose erkennen und 
der Menge nach schiitzen. Das Verfahren gibt fiir Trauben- 
zucker theoretisch zu hohe Werte. Die polarimetrische Be- 
stimmung ist als Grundlage der Traubenzuckerbestimmung im 
Harn zu wihlen. 


If. 


Mit beiden Methoden im Harne von Geisteskranken aus- 
gefiihrte Bestimmungen bestiitigen die Uberlegenheit der pola- 
rimetrischen Methode. Das Vorkommen von ‘Traubenzucker 
in einem ‘Teil der untersuchten Harne und damit die Lehre 
von dem’ Traubenzuckergehalt des normalen Harnes erscheint 
zweifelhaft. Die Beweise fiir die Existenz der physiologischen 
Glykosurie, némlich die Darstellung des Phenylglukosazons und 
der Glukosebenzoylverbindung, werden als nicht beweiskraftig 
erkannt und hinsichtlich der letzteren Tatsachen beigebracht, 
welche eine sekundiire Bildung der Glukose aus anderer 
Quelle, vor allem Glukosamin, in den Bereich des Moglichen 


riucken. 
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Mit beiden Bestimmungsmethoden im Harn Gesunder 
ausgefiihrte Untersuchungen ergeben die Gegenwart von redu- 
zierenden, inaktiven und durch Hefe zerstérbaren Substanzen 
in einer Konzentration, welche einem Traubenzuckergehalt 
von etwa 0,04°/o entspricht. Zugleich wird aber bewiesen, 
daf der tiberhaupt mdgliche Traubenzuckergehalt unter 0,01°/0, 
in einem Falle unter 0,001°/o liegen muf. Traubenzucker in 
Konzentrationen, welche bisher nicht sicher erkannt, oder, 
wenn erkannt, als belanglos klinisch vernachlissigt werden, 
wurden nur unter anormalen Verhiltnissen gefunden und quan- 
titativ bestimmt. 

Hf. 

Eine Ubertragung des Reinigungsverfahrens und der Be- 
stimmungsmethoden auf das Blut fihrt zu dem Ergebnis, daB 
die fiirbenden, linksdrehenden und Cu,O in Loésung haltenden 
Substanzen des Blutes (Serum) gegenitiber den Fiillungsmitteln 
weitgehende Analogien mit entsprechenden Substanzen des 
Harnes aufweisen, und daf fiir die Bestimmung des Trau- 
benzuckers im Blut hinsichtlich der Verwertung der ein- 
zelnen Bestimmungsmethoden die bei der Traubenzucker- 
bestimmung im Harn gewonnenen Erfahrungen unverdndert 
gelten. Diese beweisen, im wesentlichen in Ubereinstimmung 
mit den Ergebnissen friiherer Untersuchungen des Verfassers, 
daB Abweichungen und Vereinfachungen des  Verfahrens 
(Moeckel und Frank) bisher nur auf Kosten der Zuver- 
liissigkeit ausfiihrbar sind. 

Fiir die Uberlassung des Untersuchungsmaterials und 
die mir auch sonst in jeder Weise nachhaltig gewaéhrte Unter- 
stiitzung bin ich Herrn Geheimrat Cramer zu lebhaftem Dank 


verpflichtet. 














Uber eine Beziehung zwischen Kernstoffgehalt und Entwickelung. 
Von 


Ernst Masing. 


(Aus dem pharmakologischen Institut in Dorpat.) 


(Der Redaktion zugegangen am 21. August 1911.) 


In einer demniichst erscheinenden Arbeit!) habe ich nach- 
zuweisen gesucht, dai die Erythrocyten von Siugern und Végeln 
im Stadium verstarkter Blutregeneration (Animien) reicher an 
Nucleinséiure sind, als in der Norm. Es lief sich daraus mit 
erober Wahrscheinlichkeit der SchluB ziehen, dab junge unreife 
Blutzellen mehr Kernstoffe enthalten, als reife, und zwar anschel- 
nend um so mehr, je jiinger sie sind. — Die folgenden Be- 
obachtungen sollen nun zeigen, daf diese Eigentiimlichkeit nicht 
nur fiir Blutkérperchen gilt. Sie ist ebenso nachweisbar an 
wachsenden ganzen Organen und ganzen wachsenden Organis- 
men; auch diese zeichnen sich durch eine relative Abnahme 
(bei absoluter Zunahme) des Nucleinséuregehalts mit zuneh- 
mendem Alter aus. 

“Meine Beobachtungen beziehen sich auf Kaninchen- 
embryonen in verschiedenen Entwickelungsstadien und auf die 
wachsende und ausgewachsene Kaninchenleber. — Es wurde 
stets der Nucleinphosphor bestimmt und, um vergleichbare 
Zahlen zu erhalten, auf die gleiche Menge Stickstoff umgerechnet. 

Ich ging im einzelnen in folgender Weise vor: 

Sollten Embryonen oder die embryonale Leber zur Untersuchung 
kommen, so wurden trachtige Muttertiere laparatomiert, der Uterus am- 
putiert, die Embryonen lebend entnommen, abgewogen, mit Schere und 
leischhackmaschine in einen gleichmafigen Brei verwandelt, der keine 
gréberen Gewebsstiicke mehr enthielt; die Zerkleinerung gelang ohne be- 
sondere Schwierigkeiten auch bei gréferen Embryonen, nur die Haut 
mufhte recht sorgfaltig mit der Schere zerstiickelt werden. — Noch ein- 
facher ist die Behandlung der Leber, auch der des erwachsenen Tieres ; 
es geniigte vollstandig, das Organ mit einem Holzstéckchen zu zer- 
klopfen und die gréberen Gefife und Bindegewebsziige mit der Pincette 


'} Arch. f. exp. Pathol. u. Pharmakol., Bd. 66. 
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zu entfernen. — Eine sorgfaltige Zerkleinerung ist natiirlich wichtig, um 
eine gute Extraktion der Phosphatide und des anorganischen Phosphors 
zu ermdglichen. Altere Tiere zu einem gleichartigen Brei zu zerhacken, 
ist schon schwieriger; bei einem 60 g schweren jungen Tier war ich 
genotigt, die schon recht resistente Haut mit dem Fell ganz zu ent- 
fernen. — Daher habe ich auch darauf verzichtet, gréfere Tiere zu ver- 
arbeiten, weil ich die Fehler einer nicht geniigenden Durchmischung des 
Breies fiirchtete. 

Der Brei wurde 4mal mit heifem Alkoho! und 4mal mit kochendem 
Ather griindlich extrahiert, der letzte Atherextrakt verdampft, verascht 
und auf Phosphor gepriift: er enthielt nie mehr als minimale Spuren 
von Phosphor. 

Nach der Atherextraktion lief sich die Substanz in der Reibschale 
leicht in ein homogenes graubraunes Pulver verwandeln, das dann zu 
Kntfernung des siureléslichen P mit 1°/o HCl behandelt, mit MgSO, 
ausgesalzen und mit Alkohol und Ather getrocknet wurde. — Das Nahere 
liber die Methodik findet sich in einer fritheren Arbeit. *) 

Von dem so vorbehandelten trockenen Pulver wurden dann 1—1'/e g 
in genau 100 ccm einer 1°/oigen NaOH-Liésung etwa 24 Stunden bei 38° 
gehalten, darauf 10 ccm fiir N-Bestimmung nach Kjeldahl entnommen 
und der Rest nach Plimmer und Scott?) weiter verarbeitet. Die 
Magnesiafallung ergab nie einen deutlichen Niederschlag; es war also 
der anorganische P geniigend extrahiert und kein Phosphoprotein vor- 
handen; der noch vorhandene P konnte daher als Nuclein-P angesehen 
werden. — Die P-Bestimmungen geschahen immer nach Neuman?) alkali- 
metrisch; titriert wurde mit ®/z-NaOH und "/2-H,SO,, von dem abge- 
lesenen Resultat wurden 0,3 ccm /2-NaOH abgezogen, da beim Kochen 
mit destilliertem Wasser der Titer der ®/2-NaOH-Lisung ein wenig abnimmt. 

In einer Beziehung mufte ich von meiner friiheren Methodik ab- 
weichen. Wenn man nach Plimmer und Scott vorgehen und die 
Probe auf event. priéformierten oder abgespalienen anorganischen P mit 
Magnesiamischung machen will, so ist es erforderlich, die Substanz- 
ldsung in 1°/oiger NaOH mit konzentrierter Essigséiure zu neutralisieren, 
um die hochmolekularen Eiweifiderivate, die die Reaktion stéren kénnten. 
auszufiillen. Bei meinen friiheren Versuchen mit Seeigeleiern enthielt 
dieser Essigniederschlag immer nur belanglose Spuren von P; bei meinem 
jetzigen Material jedoch oft reichlich P, und, wie ich mehrfach nach- 
weisen konnte, auch Purinbasen, also Nucleinsiiure. — Daher habe ich 
diesmal den Essigniederschlag immer mit der klaren Loésung nach An- 
stellung der Magnesiareaktion zusammen verascht, um erhebliche Ver- 
luste zu vermeiden. 

') Diese Zeitschrift. Bd. 67, S. 161. 

*) Transactions of the Chemic. Society, 1908, Bd. 

3) Diese Zeitschrift. Bd. 38, 3S. 336. 


93, Il, S. 1699. 
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Auf den nachstehenden Tabellen I und II sind die Versuchs- 
resultate ibersichtlich zusammengestellt, geordnet nach dem Ent- 
wickelungsgrade der untersuchten Objekte. Das Entwickelungs- 
stadium lief sich allerdings nur anniihernd abschiitzen, doch 
geben auch die Gewichtszahlen (2. Spalte) einige Anhaltspunkte 
fiir die Beurteilung der Reife. Nur Versuch 7, Tab. I und 
Versuch 4, Tab. II fallen in dieser Beziehung auber der Reihe; 
das Gewicht der Tiere war niedriger (33g), als das der weniger 
entwickelten der dariiberstehenden Versuche; es handelte sich 
um Exemplare einer im Vergleich zu den tibrigen benutzten Tieren 
auffallend kleinen Kasse: daher wohl auch das niedrige Gewicht. 

Die letzten Stabe beider Tabellen enthalten die Angaben, 
wieviel Milligramm Nucleinphosphor in jedem Versuch auf je 
0.35 g N des mit Alkohol-Ather und HCI extrahierten Pulvers !) 
(also nicht des frischen Organbreis) kommen. 


Tabelle |. Kaninchenembryonen. 


muon 

















pear N Nuclein-P Auf 
schnitts- i F 
ee a OE ee sewicht abgelesen abgelesen 0,35 ¢ N 








eines | in ccm incem | mg 
| Tieres |_, - ; ; 
ing B/ro-H,SO, ®/2-NaOQH Nuclein-P 
g : 





1. 18kleine Embryonen von ‘/2 bis 
1/2 cm Linge aus der 1. Halfte’ 
der Graviditét; Gesamtstick-! | 
stoffgehalt ca. 21 mg... . —_— | 1,5 20 | 203 

2. 2Embryonen von je 21,5 g Ge-| 
wicht im Durchschnitt; etwa) 
Beginn der 4.Schwangerschafts- 


woene ..-.:* «e 21,5 10,7 12,4 17.8 
5. 1 Embryo desselben Stadiums. | 22,5 84 9.4 17 
t. 2 Embryonen, etwas Alter als 

die vorigen ........| 2 8.0 8,0 14,7 
5. 4 Embryonen, etwa 1—2 Tage 

vor der Geburt ......] 36 12.4 10.5 13 
6. 2 reife Embryonen. ....;| 43 7,2 6.3 12 
7. Eben geworfene Junge (kleine 

se 84 6.8 11,7 
S. 11 Tage altes Tier (Haut und 

Mageninhalt entfernt). . . .) 97 12,1 YD 11.9 


1) Da bei der Extraktion auch N entzogen wird, so muf, das frag- 
liche Verhiiltnis im frischen ein etwas anderes sein. 
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Tabelle Il. Kaninchenleber. 

















Durch- | Durch- N Nuclein- Ge- Auf 
schnitts-/schnitts-| abge- | P, abge- samt- 0 35 eN 
yp a | gpewicht | gewicht | lesen | lesen N 
Entwickelungsstadium | ® . - , mg 
' einer | des jinccm in ccm) einer). ® 
Leber | Tieres | M/ro- | M/e- | Leber Nuclein- 


ing | ing |H,SO,) NaOH | in g P 





1. 2 Lebern vom Beginn | 
der 4. Embryonal- | 
5 | 


woche 2 21.5) 40 | 60 | 0,028 228 
2. 5Lebern eines etwas | | | | 
spiteren Stadiums . 1,8 28 | 89 | 120 | 0,025 | 20,4 
4. 5 Lebern 1—2 Tage | | | | 
vor der Geburt. . 26 | 36 | 139 | 16,3 | 0,04 | 18.0 
| | | 
+. 4Lebern eben gewor- | 
fener Tiere(kl.Rasse) 2,3 | 33 | 65 | 6,9 — |, 1% 
», 2 Lebern 11 Tage | | | 
alter Tiere... . 40 | 72 | 10,7 | 11,0 01 | 16 
| | 


6. 2 Lebern 22 Tage | | | 
alter Tiere. ...| 95 | 210 8,3 | 6.5 | 0,16 | 12 


? 


7. Leber eines er- | 
wachsenen Tieres.;| 60 | 1800 | 98 | 7,5 14 | 115 
S. Leber erwachsen . — | — | 58 | 84 | — | 10 
Tabelle Ill. Vergleichsweise seien hier noch einige Werte 


fiir den Nuclein-P anderer Zellen angefiihrt. 











; ae aoe 
Ge- |Nuclein-] Auf 0.35 g 
samt-N p 
abge- | abge- = 
lesen | lesen to , 
in-, Nuclein- 
in ccm]in cem Pur ~ - 
N/t0- n/2- N 
H,SO, | NaOH Jin mg, in mg 


Gesamt-N 





!. Menschliches Carcinom (es handelte 
sich um einen bindegewebsreichen | 
Plattenepithelkrebs der Wange) . . 7,9 6,5 — | 125 
’ J ‘ . ° , | 

2. Ungefurchte Seeigeleier. . . .. . — 6,9 161 144 

a Deebbele 0.0 « sed wee we D,7 — 33,7 ca.30 ') 











|: Malbetivgmus. «+ «0% © 6 s&s 9,1 30,3 546 3508 


‘) Der Nuclein-P ist in der Hefe nicht direkt bestimmt, da die 
HiCl-Extraktion Schwierigkeiten macht; die angegebene Zahl ist aus dem 
nach Burian und Hall bestimmten Purin-N berechnet, unter der Voraus- 
setzung. dafi 4 Atome Nuclein-P auf 10 Atome Purin-N kommen. 
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Wahrend es bei ganz jungen Embryonen (Tab. 1) etwa 20mg 
auf 0,35 g N sind, nehmen die Zahlen mit fortschreitender Ent- 
wickelung ziemlich kontinuierlich ab, um beim neugeborenen 
Tier 11—12 mg zu betragen; der letzte Wert im Versuch 8 ist 
anscheinend hoher, als der im Versuch 7. Der Grund dafiir liegt 
wohl darin, dab im Versuch 8 die (nucleinsiiurearme) Haut des 
Tieres nicht mitverarbeitet worden war. 

Dieselbe Erscheinung labt sich in gleicher Weise auch 
an derKaninchenleber verfolgen(Tab. II). Die Leber einesEmbryo 
der 4. Woche enthalt fast 23, die der neugeborenen 17, die 
des erwachsenen Tieres 10—11 mg Nuclein-P pro 0,35 g N: 
also auch hier eine relative Verarmung an Nucleinséure bei der 
Entwickelung. — Ein Umstand darf freilich nicht aufber acht 
gelassen werden. Die embryonale Leber ist blutbildend und 
alle hiimatopoietischen und lymphatischen Organe haben be- 
kanntlich einen sehr bedeutenden Gehalt an Kernstoffen; es 
wire also moglich, dafi die Abnahme des Nucleinsiiuregehalts 
weiter nichts als der Ausdruck des Verschwindens des _ blut- 
bildenden Gewebes aus der Leber wiire und nichts mit Ver- 
iinderungen der Leberzellen selbst zu tun hiitte. 

Wenn auch nicht geleugnet werden kann, dali die Gegen- 
wart von blutbildendem Gewebe modglicherweise in den ersten 
Versuchen (1 und 2) mitgespielt hat, so ist damit die ganze 
Erscheinung der Abnahme des Nucleinsiéuregehaltes noch keines- 
wegs erklirt. Im letzten Drittel der Schwangerschaft ist ném- 
lich die Blutbildung in der Leber nach histologischen Befunden 
nur unbedeutend, sie verschwindet gegen Ende des intrauterinen 
Lebens ganz. (Naegeli.) 

Wie die Tab. II zeigt, nimmt aber der Nucleinsiiuregehalt 
auch nach der Geburt noch erheblich ab, was durch Schwund 
myeloiden Gewebes nicht mehr zu erkliiren ist, so da wir 
genotigt werden, an entsprechende Veriinderungen der Leber- 
zellen selbst zu denken, also chemische Unterschiede zwischen 
den Leberzellen verschiedener Entwickelungsstadien zuzugeben. 

Vergleicht man diinne Paraffinschnitte (1—2 u Dicke) einer 
embryonalen und einer erwachsenen Kaninchenleber, so kann 
man sich leicht davon tiberzeugen, daB die Kerne der embryo- 
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nalen erstens absolut gréBer sind und besonders relativ, im 
Verhiltnis zum Zelleibe, einen viel grOberen Raum einnehmen, 
als die Kerne der erwachsenen Leber. Es scheint mir angiingig, 


hierin den morphologischen Ausdruck der oben gefolgerten 
chemischen Unterschiede zu sehen. 

Die in der Literatur niedergelegten Bestimmungen der Nuclein- 
siiure des wachsenden Organismus lassen sich fiir meine Zwecke leider 
nicht direkt verwerten. Tichomiroff') und Kossel?) zeigten an 
Insekten- bezw. Hithnerembryonen die Entstehung von Purinbasen; Burian 
und Schur’) fanden, dafi einige Wochen alte Kaninchen und Hunde mehr 
Purinbasen und Nuclein-P enthalten, als neugeborene. PlimmerundScott*) 
verfolgten die quantilativen Verschiebungen der verschiedenen P-Verbin- 
dungen wihrend der Entwickelung des Hiihnereies und fanden beispiels- 
weise, dafs das Hiihnchen nach 14tagiger Bebriitung 21,5°/o, zum Schluf 
der Bebriitung 12°/o seines Gesamtphosphors als Nuclein-P enthalt. — 
Ich konnte jedoch die vorliegenden Zahlen nicht gut benutzen, besonders 
da sie nicht auf vergleichbare Normen, wie z. B. Gesamtstickstoff, be- 
zogen sind, 

Zusammenfissend glaube ich also aus meinen Zahlen 
folgern zu kénnen, dab sowohl ganze Kaninchenembryonen 
als auch die Kaninchenleber relativ um so mehr Nucleinséure 
enthalten, je friiher das Entwickelungsstadium ist, dem sie 
angehoren. Daf trotzdem mit fortschreitender Entwickelung 
der Nucleinsiiuregehalt absolut zunimmt, labt sich unschwer 
aus den Zahlen der Tab. II. ableiten. 


') Diese Zeitschrift, Bd. 9, S. 518. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 10, S. 246. 


%) Diese Zeitschrift, Bd. 28, S. 55d. 
*) Journ. of Physiology, Bd. 38, 5S. 247. 




















Die Schilddriise und die fermentativen Prozesse. 
Von 


Privatdozent A. Jusechtschenko. 


(Aus dem biologisch-chemischen Laboratorium des Institutes fiir experimentelle Medizin 
zu St. Petersburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 28. August 1911.) 
nr nr 


Die Funktion der Driisen mit innerer Sekretion interessiert 
momentan sowohl Biologen wie praktische Arzte: dabei weisen 
die Erscheinungen, welche wir am Krankenbett beobachten, 
eine viel nihere Beziehung zu den Fragen der inneren Sekretion 
auf, als es die Experimente der Physiologen ergeben. 

Mit jedem Tage geradezu wiichst in allen Gebieten der 
praktischen Medizin die Zahl der Beobachtungen tiber die 
Abhiingigkeit vieler Erkrankungen von Stérungen in der Funk- 
tion der Driisen mit innerer Sekretion. Besonders viel der- 
artiger Beobachtungen fallen in das Gebiet der Nerven- und 
Geisteskrankheiten. 

Aufer den bekannten Beziehungen zwischen Erkrankung 
von Driisen mit innerer Sekretion und solehen Krankheits- 
bildern wie Kretinismus, Infantilismus, Myxédem, der Base- 
dowschen Krankheit und der Akromegalie nimmt man in den 
letztenJahren noch einen Zusammenhang zwischen innererSekre- 
tion einerseits und epileptischen, eklamptischen und migriine- 
artigen Erkrankungen anderseits an. Hierzu kommen einige 
Formen von Psychasthenie, myotonische Erscheinungen, Para- 
myoclonus multiplex, Paralysis agitans u. a.; von psychischen 
Krkrankungen gehdren hierzu: die Erkrankungen der Involu- 
lionsperiode, die maniakalisch-depressiven Psychosen und die 
Psychosen aus der Gruppe der Dementia praecox und Katatonie. 

Viele Degenerationserscheinungen lassen sich durch Er- 
krankung von Driisen mit innerer Sekretion erkliéren. Auch 
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stimmen die Resultate der pathologisch-anatomischen Unter- 
suchungen an Driisen mit innerer Sekretion bei Geistes- und 
Nervenkrankheiten vollkommen mit den klinischen Beobach- 
tungen tiberein. Am genauesten erforscht sind die Beziehungen 
zwischen Geisteskrankheit und Degeneration einerseits und 
St6rungen in der Funktion des Schilddriisenapparates, d. h. der 
Schilddriise und der Epithelk6rperchen (= gland. parathyreoid.). 

Es ru hier bemerkt werden, dah es in einigen Fiillen 
gelingt, bei thyreoidektomierten Hunden ein Krankheitsbild zu 
erziclen, das etwas an die katatonischen Erscheinungen beim 
Menschen erinnert (Blum, Juschtschenko u.a.). Die Literatur 
liber den Schilddriisenapparat ist enorm und dennoch sind wir 
noch sehr weit von einem wirklichen Verstandnis fiir die Funk- 
tion dieses wichtigen, augenscheinlich fiir das Leben aller 
Siiugetiere unentbehrlichen Organes entfernt. Vor allem ist die 
tolle dieses Organs bei Fleisch- und Pflanzenfressern ohne Zweifel 
eine verschiedene. Wiihrend die fleischfressenden Tiere nach 
Entfernung des Schilddriisenapparates unter akuten tetanischen 
Erscheinungen verenden, tiberstehen die Pflanzenfresser die 
Operation relativ leicht, leben ziemlich lange danach und gehen 
gewOhnlich an Kachexie zugrunde. Diese Differenz zwischen 
Fleisch- und Pflanzenfressern hiingt nicht nur von der verschie- 
denen Lage der glandulae parathyreoid. und dem Vorhandensein 
von akzessorischen Schilddriisen, sondern auch von der Art der 
Nahrung ab. Fiittert man Fleischfresser nach der Thyreoid- 
ektomie mit Pflanzennahrung und Milch, so kann man sie lange 
am Leben erhalten. 

Interessant in dieser Beziehung sind die Beobachtungen 
von Almagia, welcher fand, daf thyreoidektomierte Hiindchen, 
die mit der Milch der gesunden Mutter ernéhrt werden, sich 
gut fortentwickeln; sobald man aber die Milch der Mutter 
abkocht, erkranken die Hunde mit thyreopriven Erscheinungen. 

Was die Beziehungen der eigentlichen Schilddriise zu 
glandulae parathyreoid. anbetrifft, so kann man diese Frage, 
ungeachtet der vielfachen Untersuchungen, welche eine ganze 
Reihe von Forschern dariiber angestellt haben, noch nicht als 


gelost betrachten. 
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Die alte Lehre, dai glandulae parathyreoid. aus Bezirken 
embryonalen Schilddriisengewebes bestehen und die Schilddriise 
im Fall ihrer Erkrankung oder Entfernung vertreten, wird heute 
von vielen bekiimpft. Anderseits gibt es aber auch eine Reihe 
schwerwiegender T'atsachen, welche gegen die Theorie von der 
vollen Unabhiingigkeit der glandulae parathyreoid. sprechen. 

Nach letzterer ruft Exstirpation der Schilddriise nur Er- 
scheinungen einer Cachexia thyreopriva hervor, wiahrend die 
Entfernung der EpithelkOérperchen zu akuten tetanischen Er- 
scheinungen fiihrt. In den letzten Jahren neigen viele Forscher 
zu der Ansicht, daf ein inniger funktioneller Zusammenhang 
zwischen der glandula thyreoidea und den glandulae parathy- 
reoid. bestehe. Letztere Ansicht scheint auch mir am meisten 
den Tatsachen zu entsprechen. 

Was die spezielle Funktion des Schilddriisenapparates 
anbetrifft, so sprechen viele Tatsachen fiir eine Beziehung zur 
Produktion eines jodhaltigen Proteids — des Thyreoglobulins. 
Es existiert eine ganze Reihe von Theorien zur Erkliirung 
der Lebenstiitigkeit der Schilddriise. Von den zeitgemiifen 
Theorien miissen wir diejenige von Blum erwihnen, welcher 
eine Entgiftung der toxischen Stoffwechselprodukte in der Driise 
selbst mittels Jodierung annimmt. Jedoch erfreut sich diese 
Lehre jetzt keines Erfolges mehr. Nach der Sekretionstheorie, 
welche von Oswald aufgestellt und ausgearbeitet wurde, 
scheidet die Schilddriise ihr Sekret durch die Lymphwege ins 
Blut ab, wobei dieses Sekret nach der Lehre einiger Autoren 
ein Antitoxin darstellt, welches die aus dem Darmtraktus resor- 
bierten oder bei dem normalen Stoffwechsel gebildeten Stoffe 
unschidlich macht. Weiter verbreitet ist indessen eine andere 
Theorie, wonach das Schilddriisensekret fiir die normale Funk- 
tion einiger wichtiger Organe unentbehrlich ist und die Stérung 
in der Funktion letzterer zu Erscheinungen einer Autointoxi- 
kation fiihrt. 

Nach der Theorie der Hormone gibt die Schilddriise ein 


jodhaltiges Eiweif} an das Blut ab, dieses erscheint als Hormon 


der Dissimilation, erhOht den Stoffwechsel und regt die Herz- 
tatigkeit, das sympathische Nervensystem, einige Organe mit 
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innerer Sekretion, wie Hypophysis und Nebennieren, zur Titig- 
keit an. Fiir einige andere Organe aber erscheint das Schild- 
driisensekret als Hormon der Assimilation; hierher gehdren 
Knochen, Pankreas und Geschlechtsdriisen. 

Schiirfer beleuchtet wird die Tiitigkeit der Schilddritise 
durch Forschungen, welche sich auf die Beziehungen derselben 
zur Immunitiét und zu den Fermenten beziehen. Die Lehren iiber 
Immunkorper und Fermente wurden unabhiangig von einander 
ins Leben gerufen, aber mit der Zeit hiiufte sich ein Tatsachen- 
material an, welches darauf hinwies, dai das Protoplasma der 
Zelle sich augenscheinlich gleicher Mittel, sowohl zur Lebens- 
tiitigkeit wie zum Selbstschutz, bediene. In gleichem Mabe, 
als sich in der Immunitiitslehre der Begriff der Antitoxine und 
Toxine zu dem allgemeineren der Antigene und Gegenkorper, 
der Cytotoxine usw. erweiterte, trat auch die Gemeinsamkeit 
in den Eigenschaften der Immunkorper und Fermente immer 
mehr hervor. In neuerer Zeit werfen einige Autoren die Frage 
einer Verschmelzung der Lehren tiber diese allgemein biolo- 
gischen Prozesse auf, wobei sie gleichzeitig ihr biochemisches 
Wesen aufzukliiren suchen. Wir besitzen schon eine ganze 
Reihe von Untersuchungen, welche diese Fragen von einem 
rein physikalisch-chemischen Standpunkt beleuchten. Dabei hat 
sich gezeigt, daB die Tiitigkeit der Schilddriise eine Beziehung 
zu den fermentativen und katalytischen Prozessen aufweist. 

In der vorliegenden Arbeit handelt es sich um Beobach- 
tungen iiber das Verhiiltnis der Schilddriise zu einigen Fer- 
menten. Ich untersuchte die Organe gesunder und thyreoid- 
ektomierter Hiindchen eines Wurfes auf Katalase und Nuclease. 
Auberdem untersuchte ich das Blut sowohl von gesunden, wie 
von thyreoidektomierten, wie von mit Schilddriisenpraparaten 
gefiitterten Kaninchen auf Katalase, Phylokatalase, Nuclease, 
auf die hiimolytischen und antitryptischen Eigenschaften des 
Serums hin und priifte auf die Reaktion der Komplement- 
ablenkung hin mit Antigen aus Schilddrtise, Herz und syphilitischer 
Leber. Hier will ich bemerken, daf ich die gleichen Prozesse 
auch bei verschiedenen Geisteskranken studiert habe: naheres 


dariiber an anderer Stelle. 
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Aus der einschligigen Literatur miissen wir die Unter- 
suchungen von Fassin, Marbé, Roger und Garnier, 
Stepanow u.a. erwihnen, welche zeigten, dab die Entfernung 
der Schilddriise bei Tieren zu einer Verminderung der Opsonine 
und Alexine im Serum fiihrt. Das gleiche ist auch bei an 
Myxodem erkrankten Menschen beobachtet worden. Fiihrt man 
Tieren Schilddriisenpriiparate zu, so beobachten wir in deren 
Blut eine Steigerung des Opsonin- und Alexingehaltes. Es 
erscheint interessant, daf, wenn man einem vergilteten Tier nur 
Jodothyrin zufiihrt, der Gehalt an Opsoninen nicht zu-, sondern 
abnimmt und der Tod des Tieres beschleunigt wird. Nach den 
Untersuchungen von Fassin steht diese Funktion der Schild- 
driise mit dem Tod der Eiweifkérper in Zusammenhang. Miller 
studierte die hiimolytische Wirkung des Serums bei Tieren, die 
ihrer Schilddriise beraubt waren, und bei solchen, denen Schild- 
driisenpraparate zugefiihrt wurden. Er fand, dai die hamolyti- 
schen Eigenschaften des Serums bei Kaninchen und besonders bei 
Hunden gesteigert werden, wenn man gesunden Tieren entweder 
per os oder subcutan Schilddriisenextrakt zufiihrt; dabei nimmt 
nicht nur die Menge der Alexine (Komplemente), sondern auch 
die des Corps sensibilatrice (Amboceptor — Immunkorper) ab. 

Die Exstirpation der Schilddriise wirkte im entgegenge- 
setzten Sinne. Das Antitrypsin wird von einigen als Antiferment 
des Trypsins angesehen. In neuerer Zeit tritt aber ein Zu- 
sammenhang zwischen den antitryptischen Eigenschaften des 
Serums und den Lipoiden zutage. Die in dem normalen Serum 
enthaltene Antitrypsinmenge kann durch Immunisation der Tiere 
mit proteolytischem Ferment aus weifen BlutkOrperchen oder 
mit Trypsin aus dem Pankreassekret vermehrt werden. Aufer- 
dem nimmt der Gehalt an Antitrypsin im Serum in allen Fallen 
von Autoimmunisation zu, wean im Organismus selbst ein Zerfall 
von eiweifhaltigem Material stattfindet und das dabei abge- 
schiedene proteolytische Ferment ins Blut tibertritt. 

Eine Vermehrung des Antitrypsingehaltes wird unter 
anderem bei vielen Erkrankungen des Menschen und ferner bei 
Tieren, denen Schilddriisenpriiparate zugefiihrt wurden, be- 
obachtet. A. Braunstein, K. Meyer u. a. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXY. 10 
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Das als Katalase bezeichnete Ferment ist in allen Organen 
und Geweben der Tier- und Pflanzenwelt weit verbreitet und 
spielt ohne Zweifel eine hervorragende Rolle in den_bio- 
chemischen Prozessen des Protoplasmas. Der Erforschung dieses 
Fermentes sind schon viele Untersuchungen gewidmet worden 
und seine Eigenschaften sind genauer studiert, als die aller 
anderen Fermente, trotzdem ist die eigentliche Rolle der Kata- 
lase im Leben der Zelle bis jetzt unbekannt. 

Alle Forscher stimmen in dem Punkte tiberein, dafi diesem 
Ferment irgend eine wichtige Rolle bei den biochemischen 
Prozessen der Oxydation und Reduktion zukomme. Es gibt 
eine ganze Reihe von Hypothesen, welche die unmittelbaren 
Beziehungen der Katalase zu diesen Prozessen zu erkliren 
suchen: Loew, welcher die Katalase entdeckte, behauptet, daf 
dieselbe in den Zellen den Uberschub der fiir die Lebenstitigkeit 
des Protoplasmas schiidlichen Peroxyde zerstore. Lesser, 
Senter u. a. halten die Katalase fiir ein oxydierendes Ferment, 
welches den Sauerstoff auf einige Korper tibertragen soll. Jolles 
und besonders Ewald schreiben der Katalase die Befreiung 
des 0 aus dem Oxyhimoglobin zu. Liebermann und besonders 
Kuler u. a. nehmen an, daf die Katalase eine grofe Rolle 
in der Biochemie der Fette spielt, Batelli und Stern endlich 
fiihren eine Reihe von Tatsachen zugunsten der Annahme an, 
dab die Katalase an der Oxydation einiger Stoffe vom Charakter 
der Alkohole und Aldehyde teilnehme, sie identifizieren also 
die Wirkung der Katalase mit der Wirkung von Fermenten, 
die unter dem Namen der Alkoholase und Aldehydase be- 
schrieben sind. Durch die Arbeiten vieler Forscher, besonders 
Batelli und Stern, ist festgestellt, dab sich in einigen Organen, 
besonders in der Milz, ein Gegenferment der Katalase, eine 
Antikatalase befindet, letztere inaktiviert die Katalase bei Gegen- 
wart von Sauerstoff augenscheinlich durch Oxydation derselben. 

Man hat ferner in den Organen ein Hilfsferment gefunden, 
welches die inaktive Katalase verstirkt. Dieses Hilfsferment, 
die Phylokatalase, wird in reichlicher Menge im Gehirn, den 
Muskeln und dem Blutserum gefunden. 

In einer meiner friiheren Arbeiten tiber den Gehalt an 
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Lipase, Peroxydase und ebenso Katalase bei Tieren, die ent- 
weder ihrer Schilddriise beraubt waren oder Schilddriisen- 
praparate zugefiihrt bekamen, wurde von mir auch die Frage 
iiber die Wirkung der glandula thyreoidea auf den Gehalt an 
Katalase berthrt. Ich konnte mich damals iiberzeugen, dab 
der Hyperthyreoidismus zu einer Vermehrung der Katalase 
fiihrt, wahrend die Entfernung der Schilddriise besonders bei 
Hunden eine Verminderung der Katalase im Blut und vielleicht 
auch in den inneren Organen zur Folge hat. Ich mubf_ be- 
merken, dafi den friiheren Bestimmungen der Katalase nach 
der Methode der Volumbestimmung des freiwerdenden Sauer- 
stoffes einige technische Unzulanglichkeiten anhafteten, so dal 
ich manchmal an der Richtigkeit der damals gemachten Schluf- 
folgerungen zweifelte. 

Uber die Funktion der Nuclease, eines Fermentes, das 
bei der Spaltung der Nucleoproteide eine Rolle spielt, sind wir 
genau unterrichtet. Dieses Ferment spaltet den charakteri- 
stischen phosphorhaltigen Bestandteil der Nucleoproteide, die 
Nucleinsaure, in ihre Komponenten, worunter sich unter anderen 
die PurinkOrper und die Phosphorsaure befinden. 

Durch Bestimmung letzterer urteilt man tiber die Tatig- 
keit der Nuclease. Uber die Abhiingigkeit letzterer von der 
Funktion der Schilddriise fand ich in der Literatur keinerlei 
Angaben. Ebenso fand ich keine Arbeiten, in denen nach dem 
Prinzip der Wassermannschen Reaktion bei Untersuchung 
von Tieren, denen entweder Schilddriisenpriparate zugefiihrt 
wurden oder die der Schilddriisenfunktion beraubt worden 
waren, Priifungen des Serums auf verschiedene Antigene, be- 
sonders auf Schilddriisenextrakt vorgenommen worden waren. 


Eigene Experimente. 


Bestimmung der Fermente im Blut in den Oganen 
~* von jungen Hunden. 


Bei der Schilderung meiner Experimente beschranke ich 
mich auf das Notwendigste. Zur Untersuchung auf Katalase 


und Nuclease in den Organen von Hunden wahite ich Hiindchen 
10* 
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von einem Wurf, welche im Laboratorium von einer gesunden 
Hiindin, die schon lange hier lebt, zur Welt gebracht worden 
waren. 

Unter den acht am 5. II. 1910 geborenen Htindchen waren 
sechs miinnlichen und zwei weiblichen Geschlechts. Eines der 
letzteren ging bald nach der Operation zugrunde. Alle tibrigen 
Hiindchen wurden vor dem Beginn der Versuche mit Fleisch 
und Brot gefiittert, 4—5 Tage vor der Operation wurden sie 
in einem eisernen Kiifig untergebracht und hier die ganze Zeit 
mit Weifbrot (1/2 Pfund) und Milch (1/2 Flasche taglich) gefiittert. 

Hiindchen Nr. 2, weibl., 2 Monate 3 Tage alt, Gewicht 
3950 g, Temp. 38,4°, wurde durch Verblutung aus der Carotis 
getotet. 

Hiindchen Nr. 8, minnl., 3 Monate 10 Tage alt, Gewicht 
5400 g, Temp. 38,8°, getétet durch Verblutung aus Carotis. 

Hiindechen Nr. 1, mannl., 2 Monate 4 Tage alt, Gewicht 
3640 g, Temp. 38,9°, wurde thyreoidektomiert, danach Krampf- 
anfiille, Rigiditiét der Muskeln, Unbeholfenheit usw. Das Hiind- 
chen wurde 28 Tage nach der Operation bei einem Gewicht 
von 4410 g und einer Temp. von 37,9° g getotet. 

Hiindchen Nr. 7, miinnl., 3 Monate 3 Tage alt, Gewicht 
5075 g, Temp. 38,3°. Entfernung der rechten Schilddriisen- 
hiilfte. Nach dieser Operation behielt das Tier sein gutes Aus- 
sehen. Sechs Tage nach der ersten Operation wurde bei einem 
Gewicht von 5900 g und einer Temp. von 38,4° auch die zweite 
Hiilfte der Schilddriise entfernt. Am 4. Tage nach der Opera- 
tion war der Hund wenig beweglich, apathisch, frab wenig, 
die Extremitiiten waren rigid, haufiges Zittern. Am 5. Tag 
wurde das Tier vom Warter in schweren Kriimpfen vorge- 
funden, darauf Unruhe und spiterhin Schwiichezustand bei 
erschwerter Atmung. Temp. 37,1°. Es wurden 120 ccm physio- 
logischer Kochsalzl6sung subcutan und 60 ccm per anum zu- 
gefiihrt. Nach 2 Stunden ging das Tier wieder umher, obgleich 
es augenscheinlich ganz benommen war. Rigiditiét der Muskeln. 
Am 6. Tage wieder schwerer Allgemeinzustand, wihrend dem 
das Tier durch Eréffnung der Carotis getétet wird. 

Htindchen Nr. 6, miénnl., 3 Monate alt. Gewicht 5560 g, 
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Temp. 38,9°. Bei Befestigung des Tieres auf dem Operations- 
tisch wurde leider unvorsichtigerweise der rechte Hinterfub 
beschadigt. Bei der Operation wurde die ganze rechte Hiilfte 
der Schilddriise entfernt und von der linken Hiilfte nur das 
obere Drittel zuriickgelassen, jedoch unterbunden. Am niichsten 
Tage rochelt das Tier, die Augen sind triibe. Es werden 200 cem 
physiologischer Kochsalzlésung subcutan eingefiihrt. Besserung, 
jedoch will das Tier nicht fressen. Abends 100 ccm Milech per 
anum. Am 3. Tage weitere Besserung, das Tier beginnt zu 
fressen. Am 4. Tage dasselbe. Das Hiindchen geht umher, 
hinkt. Keine deutliche Rigiditét der Muskeln. Am 5. Tag nimmt 
das Tier schon etwas Brot zu sich. Gewicht 5350 g, Temp. 39,0 °. 
Am 6. Tag plotzlicher Exitus wiihrend meiner Abwesenheit, 
nach Angabe des Wiirters im Anschlufi an einen Krampfanfall. 
Die Organe wurden 6 Stunden nach dem Tode entnommen. 
Neben der Trachea wurde ein kleiner Abszef} gefunden. 

Hiindchen Nr. 4, minnl., 2 Monate 15 Tage alt. Gewicht 
1460 g, Temp. 38,9°. Vollstiindige Thyreoidektomie. 20 Stunden 
nach der Operation ist der Hund munter, zutulich, trinkt Milch. 
30 Stunden nach der Operation Krampfanfille, nach denen das 
Tier jémmerlich heult und nicht umhergehen kann. Tod 40 
Stunden nach Thyreoidektomie. Die inneren Organe wurden 
nach 8 Stunden entnommen. 

Hiindchen Nr. 5, mannl., 2 Monate 20 Tage alt, Gewicht 
9900 g, Temp. 28,9°. Vollstindige Thyreoidektomie. Wiahrend 
24 Stunden guter Allgemeinzustand. Krampfanfall 26 Stunden 
nach Operation, erschwerte Atmung. Wiihrend des Anbindens 
an den Tisch Exitus. 

Das Blut zur Untersuchung wurde am lebenden Tier aus 
der Ohrvene oder bei maximalem Aderlafi aus der Carotis ent- 
nommen und sofort im Verhaltnis von 1: 10 verdiinnt. Die 
inneren Organe wurden nach der Entnahme zerkleinert und 
wihrend zweimal 24 Stunden mit kalter physiologischer Kochsalz- 
losung bei Zusatz von Chloroform und Toluol extrahiert, erst 
dann wurden die Extrakte auf ihren Gehalt an Nuclease und 
Katalase gepriift. Der Katalasegehalt im Blut wurde folgender- 
mawien bestimmt: Zu einer bestimmten Menge einer ungefihr 
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1°/oigen LOsung von Wasserstoffsuperoxyd wurde eine bestimmte 
Menge Blut oder Organextrakt zugesetzt: diese Mischung wurde 
in einem Koélbchen auf eine halbe Stunde bei einer Temperatur 
von 37,5° in den Thermostaten gestellt, gleichzeitig mit einem 
Kélbchen mit der gleichen Menge von Wasserstoffsuperoxyd- 
l6sung, aber ohne katalasehaltigen Extrakt. Nach einer halben 
Stunde wurde ein Teil (1—2 ccm) vom Inhalt jeden Kélbchens 
mit ! 50-n-Lésung von Kaliumpermanganat titriert. Die Differenz 
zeigte die Menge des Wasserstoffsuperoxyds an, welche im 
ersten KOlbchen durch die Katalase zerlegt worden war. Hieraus 
wurde die Menge des H,O, auf 10 ccm Extrakt, d. h. 1 g Organ 
(resp. 1 cem Blut) berechnet. 

Die Titigkeit der Nuclease wurde aus der Menge des bei der 
fermentativen Spaltung einer LOsung von nucleinsaurem Natron 
aus Hefenucleinséure freiwerdenden anorganischen Phosphors 
(P,O.) bestimmt. Zu diesem Zwecke wurden 10 ccm der Blut- 
losung oder 10 ccm des Organextraktes in einem K6élbchen mit 
10 ccm einer 1°/oigen L6sung von nucleinsaurem Natron ver- 
mengt. Nach Hinzuftigung einiger Tropfen Chloroform und 
Toluol wurde das Kélbchen in den Thermostaten gestellt, gleich- 
zeitig mit einem anderen Kontrollkdlbchen, in welchem die 
Nuclease vor dem Zusatz von 0,1 cem nucleinsauren Natrons 
durch Kochen inaktiviert worden war. Die Kolbchen blieben 
gewoOhnlich wiihrend 24—25 Stunden im Thermostaten, worauf 
ihr Inhalt in Porzellanschalchen tibergegossen und gut getrocknet 
wurde, worauf dann die Bestimmung des anorganischen Phos- 
phors (P,O0.) nach den Methoden von Stutzer und Neumann 
stattfand. 

Die Menge des anorganischen Phosphors (P,O,;) in dem 
zweiten Kontrollkélbchen entspricht dem in 10 ccm Extrakt 
(— 1g Organ) und in 10 ccm der 1°/oigen Loésung (= 0,1) 
von nucleinsaurem Natron enthaltenen Gehalt an anorganischem 
Phosphor. Die Menge des Phosphors im ersten K6lbchen war 
gréBer und aus diesem Uberschuf 1li8t sich auf die fermentative 
Wirkung der in 1 g des untersuchten Organes enthaltenen Nu- 
clease schliefen. 
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Die Schilddriise und die fermentativen Prozesse. 
Tabelle I. 
Das durch 1,0 g Organ aus 0,1 g nucleinsaurem Natrium in Freiheit gesetzte 


P.O, in Milligramm entspricht dem Nucleasegehalt der untersuchten Organe. 
d 
P.O. 


v0 


in mg. 











Nr.2 Nr. 8) Nr. 1| Nr. 7) Nr. 6 Nr. 5| Nr. 4 
Organe junger Hunde | ge- | ge- | ia? | idee) idekt | ike | idee 
sund | sund 28Tagen'é Tear 6 Tages! 26 Std, 40 Std. 
Leber ungekocht 11,08 11,59 10,63 11,31 | 9,27 11,03 | 10,92 
gekocht . | 2,65 3,46 | 3,47 | 3,67/ 3,09 3,17) 3,09 
Ferment .| 8,43| 813 | 7.16 | 7,64 | 618 7,86 | 7,83 
Nieren ungekocht 12,74 12,56 1028 1027) 873 847} 8,91 
gekocht . 4,37, 3,63 | 2,99 | 3,17| 2,96! 3,89 | 3,09 
Ferment . | 8,37; 8,93 | 7,29 ; 7,10 | 5,76 458 5,82 
Milz ungekocht 11,02 12,49 10,02 | 10.27 817 | 9,68 | 9.46 
gekocht . | 2,82 2,96 | 2,60 | 343! 283 326! 3.38 
Ferment . | 8,20 8,53 | 7,42 684 d34 632 ) 6,08 
Gehirn ungekocht | 9.98, 9,65 | 5,19 | 631 | 5,37 | 5,64 | 7,26 
gekocht 1,88; 2,01 | 359 | 255 268 | 282 | 3,65 
Ferment. 8,10) 7,64 1,60 | 3,76) 269 282) 361 
Herz ungekocht | 4,87) 5,37 | 4,31 4,52 4,69 — — 
gekocht .| 3,09! 3,09 3,10 | $20] 372) ~ | — 
Ferment . | 1,78| 2,28 | 1,21 | 1,32) 197) — _ 
Hoden ungekocht) — | 8,17") 4,94%)) — — — 
sekocht — |345 }215 | — | — — 
Ferment .| — | 4,72 | 2,79 | — a ao 
Blut, gesund ungekocht , 2,12) 2,15 | 2,02 | 2,16 | 2,16 | 2,29} 2,03 
gekocht .| 1,07, 0,95 | 144 | 144/ 1,01 1,02 | 0.88 
Ferment .| 1,05/ 1,20 | 088 | 1,02) 115 1.27) 114 
Blut, ungekocht| — | — | 1,77 241, — a 
thyreoidekt.  ekocht — | 130 | 1,91 a en 
Ferment.! — — | 047 | 0,50 — 


') Zur Bestimmung des Nucleasegehaltes in den Hoden wurde ein 
Extrakt nicht aus 1 g Organ, sondern nur aus 0,5 g auf je 0.1 g nuclein- 
saures Natron benutzt. 
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Tabelle I. Fortsetzung. 
Die durch 1,0 g Organ zersetzte Wasserstoffsuperoxydmenge in Grammen 


entspricht dem Katalasegehalt der untersuchten Organe. 
ere 


Nr.2 Nr. 8! Nr. 1: Nr. 7| Nr. 6: Nr. 5! Nr. 4 


: fn 














=e | Thyreo- Thyreo-| Thyreo-, Thyreo- Thyreo- 
Organe junger Hunde ge- | ge- | igekt. | idekt. | idekt. | idekt,  idekt. 
' vor vor vor vor | vor 

sund  sund 28Tagen 6 Tagen 6 Tagen 26 Std. 40 Std. 





Leber. ......- .{10,40) 9,85 | 5,57 912 648 | 11,20 10.28 
Nieren ......./| 7,95! 680 | 3,92 | 606 |} 3,98 ! 416 | 3,24 
Milz ....... .| 0,62; 064 | 043 | 0,61 | 051 | 0,47 | 0,30 
Gehirn . ...... O12 016 0,005 0,07 0,07 0.1 = 
Herz ese O15 O13 | 0.08 0,19 | 0.21 | 0,21 = 
Hoden sc so ut ORE OER) — fae ue 
Blut, gesund. . . . ./| 0,60: 0.66 | 0,57 0,62 0.58 | 058 | 0,59 


thyreoidekt. . . — — 0,46 O,59 a —- + 


Die erste Hiilfte der Tabelle I zeigt uns die Verteilung 
der Nuclease in den Organen junger Hunde. 

Am reichsten an Nuclease sind Nieren, Leber, Milz, Hoden 
und Gehirn. Im Herzen und besonders im Blut ist wenig Nu- 
clease enthalten. Der EinfluB der Thyreoidektomie auf den 
Nucleasegehalt war folgender: in Leber, Nieren und Milz thyreoid- 
ektomierter Tiere war der Nucleasegehalt deutlich herabgesetzt, 
wobei diese Verminderung in einigen Fiillen deutlicher, in 
anderen weniger ausgesprochen war. Besonders trat diese 
Verminderung nach Thyreoidektomie im Gehirn hervor; so war 
z. B. der Nucleasegehalt des Gehirns bei dem Hunde Nr. 1, 
welcher am 28. Tage nach Exstirpation der Schilddrtise getoétet 
worden war, um 5mal kleiner, als bei den gesunden Hunden 
Nr. 2 und Nr. &. In den Hoden der operierten Tiere war der 
Nucleasegehalt bedeutend geringer, als bei den gesunden. Auch 
im Blut und Herzen sank der Nucleasegehalt nach der Thyreoid- 
ektomie. Leider enthalt das Blut tiberhaupt wenig Nuclease, 
sodafs bei Verwendung kleiner Blutmengen (1 ccm) nur wenig 
anorganischer P,O. frei wird und sich bei der quantitativen 
Bestimmung derselben nach Stutzer und Neumann Fehler 


einschleichen kénnen. 
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Man darf die Tatsache nicht unberiicksichtigt lassen, dah 
die Menge des anorganischen Phosphors in vielen Organen 
thyreoidektomierter Hunde gr6Ber ist, als in denselben Organen 
gesunder Hunde. Dies wird in bezug auf Gehirn, Blut, Herz 
und Leber beobachtet. In den Nieren dagegen lift sich dies 
nicht nachweisen. Zur endgiiltigen Erklirung der angeftihrten 
Tatsachen sind vergleichende Forschungen tiber den Phos- 
phorgehalt in den Organen gesunder und thyreoidektomierter 
Tiere notwendig. 

Aus der zweiten Hiilfte der Tabelle | ersehen wir, dab 
Leber und Nieren bei jungen Hunden sehr reich an Katalase 
sind, waihrend Blut, Milz und besonders Herz, Gehirn und Hoden 
bedeutend weniger davon enthalten. Die Entfernung der Schild- 
driise fiihrt zur Verminderung der Katalase in allen von mir 
untersuchten Organen, ebenso wie im Blut. Besonders aus- 
gesprochen ist diese Verminderung wiederum im Gehirn. Im 
Gegensatz dazu finden wir in der Leber des Hiindchens Nr. 5 
und im Herzen der Hiindchen Nr. 4, 5 und 6 anstatt einer Ver- 
minderung eine Vermehrung der Katalase. Dies laft sich augen- 
scheinlich dadurch erkliren, daf die genannten Organe nicht 
ausgeblutet waren: die Tiere Nr. 4 und 6 wurden einige Stunden 
nach dem Tode seziert, bei Nr. 6 war auferdem noch ein 
AbszeB vorhanden. 


sestimmung der fermentativen Prozesse im Blute von 
Kaninchen. 

Das Blut wurde vom lebenden Kaninchen aus der Ohr- 
vene entnommen und dann defibriniert. Ein bestimmter Teil 
desselben wurde mit der zehnfachen Menge Wasser verdiinnt 
und am niichsten Tage nach denselben Prinzipien, wie oben 
bei Beschreibung der Untersuchungen des Hundeblutes angefiihrt, 
auf den Gehalt an Katalase und Nuclease gepriift. Der Rest 
des Blutes wurde zentrifugiert. Ein Teil des erhaltenen Serums 
wurde inaktiviert, der andere mit physiologischer Kochsalz- 
losung verdiinnt, blieb dann bis zum niichsten Tage in der 
Kalte stehen, worauf die Priifung auf hiaimolytische wie anti- 
tryptische Eigenschaften, sowie auf den Phylokatalasegehalt 
vorgenommen wurde. 
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Alle L6sungen wurden in der Kalte aufbewahrt und selbst- 
verstiindlich stets nur sterile Pipetten und Gefibe u. dgl. fiir 
dieselben benutzt. Die hamolytische Wirkung des Serums wurde 
folgendermafien bestimmt: zu je 5 ccm einer 2—3°/oigen Ver- 
diinnung des Serums wurden 0,1 ccm einer 10°/oigen Sus- 
pension gut durchwaschener Hammelerythrocyten hinzugefiigt ; 
diese Mischung wurde in den Wasserthermostaten gestellt. Jede 
halbe Stunde wurden die Reagenzglaser umgeschiittelt, nach 
2 Stunden herausgenommen und in die Kiilte gestellt. Nach 
einigen Stunden oder haufiger am niichsten Tag wurde die In- 
tensitiit der Hamolyse notiert. 

Die Untersuchung auf Phylokatalase fiihrte ich folgender- 
mafen aus: im Herbst 1910 war durch mehrfache Fillung eines 
Extraktes aus Kaninchenleber mittels Alkohol Hepatokatalase 
in Pulverform dargestellt werden; alle 2 Monate wurde von 
diesem Pulver eine LOsung im Verhiiltnis von 1 : 2000 her- 
gestellt und diese in der Kalte und im Dunkeln aufbewahrt. 
Dabei léste sich nicht die ganze Hepatokatalase auf und aufer- 
dem fiel nach einiger Zeit noch ein gewisser Teil der Hepato- 
katalase in Form von kleinen Flocken aus der L6sung aus. Zur 
Bestimmung des Phylokatalasegehaltes im gegebenen Serum 
nahmen wir kleine Kélbchen und brachten in dieselben 0,1 cem 
einer vorher umgeschittelten Loésung von Hepatokatalase -- 
0.2 cem einer 2°/oigen LOsung des zu untersuchenden Serums 
-|- 0,7 ccm physiologische Kochsalzlosung. In das Kontroll- 
kélbchen brachten wir nur 0,1 ccm einer Hepatokatalaselésung 
-+- 0,9 cem physiologische Kochsalzlosung, aber kein Serum. 
Alle KOlbehen wurden fiir eine !/2 Stunde in den Thermostaten 
gestellt, wonach zu jedem derselben 10 ccm einer 1°/oigen 
Lésung von H,0, hinzugefiigt und die Kélbchen noch fir eine 
halbe Stunde im Thermostaten belassen wurden. Darauf Titrie- 
rung des Inhaltes aller Kélbchen mit !/50-n-Lésung von Kalium- 
permanganat. In denjenigen Kélbehen, zu welchen Serum hin- 
zugefiigt und folglich der inaktive Teil der Katalase der Wirkung 
der Phylokatalase ausgesetzt worden war, war die katalytische 
Wirkung ausgesprochener als in den KontrollgefaéBen. Aus der 
Differenz der fiir die Titrierung verbrauchten Menge der Kalium- 
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permanganatlésung wird die Quantitét der Phylokatalase in 
0,2 ecm einer 2°/oigen Serumlésung berechnet und hieraus dann 
auf die Menge derselben in 1 ccm des reinen Serums geschlossen. 
Die in der Tabelle angefiihrten Ziffern beziehen sich auf letzteres. 

Die antitryptischen Eigenschaften des Serums untersuchten 
wir nach Fuld-Groos, wobei wir uns einer 2°/oigen Casein- 
losung, einer 2°/oigen Serumlésung und einer Trypsinlésung von 
0,02 Trypsin : 100,0 Wasser bedienten. Im Laboratorium war 
ein Trypsinpriparat vorratig, von welchem 0,3 —0,4 ecm der 
angegebenen starken LOsung geniigten, um 2 cem der Caseinlésung 
wihrend einer halben Stunde vollstiandig zu verdauen. Der anti- 
tryptische Index wurde in Prozenten nach folgender bekannter 
Formel —— ed = berechnet. Bei normalen Kaninchen 

é 
betrug derselbe im Durchschnitt 100°/o (80—100—110). 

Zum Zweck der Einfiihrung von Schilddriisenpraparaten 
in den Organismus der Versuchstiere bedienten wir uns eines 
Extraktes aus kauflichem Thyreoidin Merck mit physiologischer 
NaCl-Lésung im Verhiiltnis von 1 : 10. 

Die Extrakte wurden unfiltriert verwendet. Bei subcutaner 
Anwendung bildete sich gewohnlich an der Injektionsstelle eine 
lokalisierte, nicht nach auben auftretende Verhartung. Bei der 
Eroffnung zeigte sich, dah in derselben eine kompakte, geruch- 
lose, speckiihnliche Masse enthalten war, die augenscheinlich 
aus dem nicht resorbierten Teil des eingespritzten Thyreoidins, 
sowie degenerierten und zerfallenen Leucocyten bestand. 

Zur Bestimmung der Gegenk6rper (Cytotoxine) im tierischen 
Serum benutzten wir als Antigene Extrakte aus Meerschweinchen- 
herz, syphilitischer Leber vom Foetus und aus Schilddriisen- 
praparaten. 

Die beiden ersteren wurden nach den iiblichen Regeln her- 
gestellt, das Antigen aus Schilddriisenextrakt stellte ich an- 
fangs aus frischer Schildriise vom Pferde und spitter folgender- 
mafen her: 2 g des Merckschen Thyreoidins wurden wahrend 
12 Stunden mit 8 cem physiologischer KochsalzlOsung extrahiert 
und darauf dem Ganzen 25—30 cem Spiritus zugesetzt, diese 
Mischung verblieb wiihrend 12—15 Stunden im Thermostaten, 
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Alle Lésungen wurden in der Kalte aufbewahrt und selbst- 
verstindlich stets nur sterile Pipetten und Gefife u. dgl. fiir 
dieselben benutzt. Die hémolytische Wirkung des Serums wurde 
folgendermafen bestimmt: zu je 5 ccm einer 2—3°/oigen Ver- 
diinnung des Serums wurden 0,1 ccm einer 10°/oigen Sus- 
pension gut durchwaschener Hammelerythrocyten hinzugefiigt ; 
diese Mischung wurde in den Wasserthermostaten gestellt. Jede 
halbe Stunde wurden die Reagenzgliser umgeschiittelt, nach 
2 Stunden herausgenommen und in die Kiilte gestellt. Nach 
einigen Stunden oder hiiufiger am néichsten Tag wurde die In- 
tensitiit der Hamolyse notiert. 

Die Untersuchung auf Phylokatalase fiihrte ich folgender- 
maben aus: im Herbst 1910 war durch mehrfache Fallung eines 
Extraktes aus Kaninchenleber mittels Alkohol Hepatokatalase 
in Pulverform dargestellt werden; alle 2 Monate wurde von 
diesem Pulver eine L6sung im Verhiltnis von 1 : 2000 her- 
gestellt und diese in der Kélte und im Dunkeln aufbewahrt. 
Dabei léste sich nicht die ganze Hepatokatalase auf und aufer- 
dem fiel nach einiger Zeit noch ein gewisser Teil der Hepato- 
katalase in Form von kleinen Flocken aus der Losung aus. Zur 
Bestimmung des Phylokatalasegehaltes im gegebenen Serum 
nahmen wir kleine Kélbechen und brachten in dieselben 0,1 ecm 
einer vorher umgeschiittelten Lésung von Hepatokatalase -- 
0.2 cem einer 2°/oigen L6sung des zu untersuchenden Serums 
-|- 0,7 ecm physiologische Kochsalzlésung. In das Kontroll- 
kélbchen brachten wir nur 0,1 ccm einer Hepatokatalaselésung 
-+- 0,9 cem physiologische Kochsalzlosung, aber kein Serum. 
Alle KOlbchen wurden fiir eine !/2 Stunde in den Thermostaten 
gestellt, wonach zu jedem derselben 10 ccm einer 1°/oigen 
Losung von HO, hinzugefiigt und die Kélbchen noch fir eine 
halbe Stunde im Thermostaten belassen wurden. Darauf Titrie- 
rung des Inhaltes aller K6lbchen mit !/s0-n-L6sung von Kalium- 
permanganat. In denjenigen Kélbehen, zu welchen Serum hin- 
zugefiigt und folglich der inaktive Teil der Katalase der Wirkung 
der Phylokatalase ausgesetzt worden war, war die katalytische 
Wirkung ausgesprochener als in den Kontrollgefiif®en. Aus der 
Differenz der fiir die Titrierung verbrauchten Menge der Kalium- 
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permanganatlisung wird die Quantitét der Phylokatalase in 
0,2 ccm einer 2°/oigen Serumldsung berechnet und hieraus dann 
auf die Menge derselben in 1 ccm des reinen Serums geschlossen. 
Die in der Tabelle angefiihrten Ziffern beziehen sich auf letzteres. 

Die antitryptischen Eigenschaften des Serums untersuchten 
wir nach Fuld-Groos, wobei wir uns einer 2°/oigen Casein- 
lOsung, einer 2°/oigen Serumlosung und einer Trypsinlésung von 
0,02 Trypsin : 100,0 Wasser bedienten. Im Laboratorium war 
ein Trypsinpriiparat vorratig, von welchem 0,3 —0,4 ccm der 
angegebenen starken LOosung geniigten, um 2 cem der Caseinlésung 
wihrend einer halben Stunde vollstiindig zu verdauen. Der anti- 
tryptische Index wurde in Prozenten nach folgender bekannter 
i = (a—a)- 100 
aa aman 
betrug derselbe im Durchschnitt 100°/o (80—100—110). 

Zum Zweck der Einfiihrung von Schilddriisenpraparaten 
in den Organismus der Versuchstiere bedienten wir uns eines 
Extraktes aus kauflichem Thyreoidin Merck mit physiologischer 
NaCl-Lésung im Verhiiltnis von 1 : 10. 

Die Extrakte wurden unfiltriert verwendet. Bei subcutaner 
Anwendung bildete sich gewohnlich an der Injektionsstelle eine 
lokalisierte, nicht nach aufen auftretende Verhartung. Bei der 
Eroffnung zeigte sich, daf in derselben eine kompakte, geruch- 
lose, speckiihnliche Masse enthalten war, die augenscheinlich 
aus dem nicht resorbierten Teil des eingespritzten Thyreoidins, 
sowie degenerierten und zerfallenen Leucocyten bestand. 

Zur Bestimmung der Gegenkorper (Cytotoxine) im tierischen 
Serum benutzten wir als Antigene Extrakte aus Meerschweinchen- 
herz, syphilitischer Leber vom Foetus und aus Schilddriisen- 
praparaten. 

Die beiden ersteren wurden nach den iiblichen Regeln her- 
gestellt, das Antigen aus Schilddriisenextrakt stellte ich an- 
fangs aus frischer Schildriise vom Pferde und spiter folgender- 
mafen her: 2 g des Merckschen Thyreoidins wurden wahrend 
12 Stunden mit 8 ccm physiologischer Kochsalzlosung extrahiert 
und darauf dem Ganzen 25—30 cem Spiritus zugesetzat, diese 
Mischung verblieb wiihrend 12—15 Stunden im Thermostaten, 


Formel berechnet. Bel normalen Kaninchen 
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wobei das Volumen derselben auf 20-25 cem sank. Fiir die 
Reaktion benutzten wir das Filtrat. Alle Antigene wurden natiir- 
lich kontrolliert. Die Menge des fiir die Reaktion benutzten 
Antigens aus der Schilddriise betrug nach mehrfacher Kontrolle 
gewOhnlich 0,15—0,2 ccm. Als himolytischer Amboceptor diente 
eine LOsung von inaktiviertem hiamolytischen Kaninchenserum, 
als Komplement eine Loésung frischen Meerschweinchenserums. 

Die Betrachtung der Tabelle II ergibt, dali sowohl die 
totale wie die partielle Exstirpation der Schilddrtise bei allen 
3 Kaninchen zu einer Verminderung des Katalasegehalts im 
Blute fiihrt. Bei den Kaninchen Nr. 1 und Nr. 2 sank die Menge 
des durch 1 g Blut gespaltenen H,O, nach Entfernung der 
Schilddriise von 12,4 und 13,3 auf 9,2 und 9,5 g Wasserstoff- 
superoxyd, Bei dem Kaninchen Nr. 3 mit unvollstaindiger Exstir- 
pation der Schilddriise war diese Herabsetzung weniger aus- 
gesprochen. Der Gehalt an Phylokatalase im Serum sank etwas. 
Der Gehalt an Nuclease, geschlossen aus der Menge des an- 
organischen Phosphors, welcher bei der Einwirkung von 1 ccm 
Blut auf 0,1 nucleinsaures Natron frei wird, wurde durch die 
Thyreoidektomie herabgesetzt. 

Da das Blut wenig Nuclease enthalt, so mtissen zur Unter- 
suchung derselben mindestens 5 ccm Blut verwendet werden, 
da dann die Differenzen im Gehalt an anorganischem Phosphor 
deutlich hervortreten. Die Quantitéten von anorganischem P,O,, 
welche wir bei der Untersuchung abgekochter Blutmengen 
erhalten, setzen sich folgendermafen zusammen: aus dem an- 
organischen Phosphor, welcher in 1 ccm Blut enthalten ist 
-L 0,4 mg P,O., welch letzteres nach mehrfachen Untersuchungen 
dem Phosphorgehalt in 0,1 des Priiparates von nucleinsaurem 
Natron aus Hefe entspricht. Auf diese Weise konnen wir aus 
den Ziffern der Rubrik 6b der Tabelle bis zu einem gewissen 
Grade auf die Menge an anorganischem Phosphor in 1 ccm 
Blut schlieBen. Wir ersehen ferner aus der Tabelle, dab die 
Thyreoidektomie bei dem Kaninchen Nr. 1 eher zu einer Ver- 
minderung des Gehaltes an anorganischem Phosphor im Blute 
fiihrte, wiihrend bei dem Kaninchen Nr. 2 eine Vermehrung 
desselben stattfand. Was die hiimolytischen Eigenschaften des 
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Serums anbetrifit, so folgt aus der Tabelle II, daB die Thyreoid- 
ektomie keine Verstiirkung derselben im Serum der Kaninchen 
hervorruft. Die antitryptischen Krafte des Serums sanken nach 
einer leichten auf die Operation folgenden Steigerung. Manchmal 
ging dieser Abfall von 100°/o bis auf 60°/o hinunter. 

Die Exstirpation der Schilddriise fiihrte zu keinerlei An- 
sammlung derjenigen Stoffe im Blute, die mit Antigen aus der 
Schilddriise zu einer Bindung des Komplementes fiihren. Aus 
derselben Tabelle geht deutlich hervor, da® die innerliche Dar- 
reichung von Schilddriisenpréparaten bei thyreoidektomierten 
Kaninchen folgende Erscheinungen im Blute zur Folge hat: 
Kine Vermehrung der Katalase, ferner der Nuclease (Nr. 2), des 
anorganischen Phosphors im Blute, eine Verstaérkung der anti- 
tryptischen und augenscheinlich auch der hiimolytischen Kigen- 
schaften des Serums und sogar das Auftreten von Stoffen im 
Blute, welche zusammen mit Antigen aus Schilddriise zu einer 
Komplementbindung fiihren. 

In der Tabelle IIIf sind die Tatsachen angefiihrt, welche 
zur Illustration der Wirkung von per os eingefiihrtem Thyreoidin 
(Hyperthyreoidismus) auf die fermentativen Prozesse im Ka- 
ninchenblut dienen. Der Gehalt an Katalase war bei diesen 
Tieren stets deutlich vermehrt. Sobald die Zufiihrung von 
Thyreoidin sistiert wurde, erfolgte auch eine Verminderung der 
Katalase. Wurde bei diesen Tieren mit kiinstlichem Hyper- 
thyreoidismus die Schilddriise entfernt, so erfolgte ein Absinken 
der Katalase im Blut unter die Norm. Fiihrte man aber einem 
solchen Tier wieder per os Schilddriisenpraparate zu, so stieg 
der Gehalt an Katalase wieder tiber die Norm. Der Gehalt an 
Phylokatalase im Kaninchenserum sank deutlich bei Tieren mit 
Hyperthyreoidismus; erfolgte dann die Entfernung der Schild- 
driise, so resultierte sogar eine Vermehrung der Phylokatalase. 
Die Tatigkeit der Nuclease im Blut wurde bei Kaninchen mit 
Hyperthyreoidismus deutlich verstaérkt, wobei in einigen Fiillen 
auch eine Vermehrung des anorganischen Phosphors im Blut 
konstatiert wurde. 

Die hiimolytischen Eigenschaften des Serums von durch 
Darreichung per os zum Hyperthyreoidismus gebrachten Ka- 
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ninchen nahmen nach Ablauf einiger Zeit seit Beginn der 
Fiitterung mit Thyreoidin etwas zu; so gab bei den Kaninchen 
Nr. 4 und 5D eine 2°/oige Losung des Serums eine schwache 
Hiimolyse; bei dem thyreoidektomierten Kaninchen Nr. 4 hatte 
die Einftihrung von Thyreoidin per os eine deutliche Verstirkung 
der hiimolytischen Eigenschaften der 2°/oigen Serumlésung 
zur Folge. Bei dem Kaninchen Nr. 6 tibte das normale Serum 
weder in 2°/oiger noch in 3°/oiger Verdiinnung eine hiamo- 
lytische Wirkung auf die roten Blutkérperchen des Hammels 
aus. Nach Fiitterung des Tieres mit Thyreoidin aber wies eine 
3°/oige Serumlosung schwache himolytische Eigenschaften auf, 
und zuweilen zeigten sich auch bei Benutzung der 2°/oigen 
Verdiinnung schwache Spuren von Hiimolyse. 

Die antitryptischen Eigenschaften des Serums nahmen 
stets bei Kaninchen mit Hyperthvreoidismus zu, sobald die 
Zutuhr von Thyreoidin aufhérte, sank der Antitrypsingehalt 
bis zur Norm. Entfernte man nun bei diesen Kaninchen die 
Schilddriise, so sanken die antitryptischen Eigenschaften des 
Serums unter die Norm herab. Durch innerliche Darreichung 
erzielter Hyperthyreoidismus bei Kaninchen hatte im Serum 
derselben eine mehr oder minder ausgesprochene Reaktion der 
Komplementbindung bei Gegenwart einer bestimmten Menge 
von Antigen aus Schilddriise zur Folge. Beim Kaninchen Nr. 5 
war diese Reaktion auch nach der Entfernung der Schilddrtise 
beim zum Hyperthyreoidismus gebrachten Tiere positiv. 

Bis zu einem gewissen Grade tiberraschend waren die 
Resultate bei subcutaner Einfiihrung des Thyreoidins (siehe 
Tabelle IV). Der Katalasegehalt im Blut dieser Kaninchen blieb 
entweder ziemlich unverindert oder sank sogar. Gab man einem 
solchen Kaninchen dann Thyreoidin per os, so erfolgte sofort 
eine Vermehrung der Katalase im Blut, wiihrend der Gehalt 
an Phylokatalase dabei sank. 

Der Gehalt an Nuclease und anorganischem P,O, im Blute 
durch subcutane Injektion zum Hyperthyreoidismus gebrachter 
Kaninchen nahm zu. Die antitryptischen Eigenschaften des 
Serums erfuhren eine deutliche Steigerung, doch war diese 
entschieden weniger ausgesprochen wie bei der Zufuhr von 
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Thyreoidin per os. Die himolytischen Eigenschaften des Serums 
nahmen ungefiihr am 10.—12. Tage von Beginn der Thyreoidin- 
zufuhr zu. Nicht nur eine 3°/oige, sondern auch eine 2°/oige 
Serumlésung fiihrte zu vollkommener Himolyse von Hammel- 
ervthrocyten. 

In einigen Fallen gelang es, die himolytischen Wirkungen 
des Serums auf Hammelerythrocyten durch Erwiirmen des Serums 
auf 56° im Laufe einer halben Stunde zu zerstéren. Setzte man 
zu dem inaktivierten Serum Komplement, d. h. eine Losung 
frischen Meerschweinchenserums zu, so gelang es, die hiimo- 
lytischen Eigenschaften des Serums in griferem oder geringerem 
Grade wieder herzustellen. Néher bin ich auf die Frage nicht 
eingegangen. 

Die Reaktion der Komplementbindung war bei beiden 
Kaninchen, denen Thyreoidin subcutan zugefiihrt wurde, positiv. 
Das Serum der Versuchstiere erhielt einige Zeit nach Beginn 
der Thyreoidinzufuhr die Fahigkeit, das Komplement in Gegen- 
wart von Antigen aus der Schilddriise zu binden. In einigen 
Fallen (Kaninchen Nr. 8, 2/IV) war die Reaktion eine voll- 
stiindige. Mit anderen Antigenen gelang es mir bei diesen 
Kaninchen niemals, eine Reaktion zu erzielen. 

Es muf bemerkt werden, dai alle Versuchskaninchen 
(Nr. 1—8) in normalem Zustand keine Komplementbindung 
mit dem Antigen der Schilddriise aufwiesen, aber ich unter- 
suchte auBer diesen noch 12 gesunde Kaninchen und fand bei 
zweien davon eine positive Reaktion mit Antigen aus Schild- 
driise, bei einem eine positive Reaktion mit Antigen aus Meer- 
schweinchenherz. 

Einige Forscher haben bei Kaninchen auch mit syphili- 
tischem Antigen eine positive Reaktion erzielt. Ich habe dieses 
bei Anwendung aller Vorsichtsmafregeln keinmal beobachtet. 

So sehen wir denn, da die Exstirpation der Schilddriise 
bei jungen Hunden eine Verringerung der Katalase und Nuclease 
im Blut und in den inneren Organen zur Folge hat. Bei Kaninchen 
fiihrt diese Operation gleichfalls, wenn auch nicht in dem gleichen 
Mafe, zu einer Verminderung der Katalase und Nuclease. Aufer- 
dem erfolgt bei Kaninchen eine Herabsetzung der antitryptischen 
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Kigenschaften des Serums. Der Gehalt an Phylokatalase nimmt 
gleichfalls ab. 

Die Einfuhr von Thyreoidin per os ruft beim Tier in bezug 
auf Fermentwirkung die entgegengesetzten Erscheinungen her- 
vor: Vermehrung der Katalase, der Nuclease, der hiimolytischen 
und antitryptischen EKigenschaften des Serums und auferdem 
eine Anhiufung, wenn auch geringer Mengen, eines Gegen- 
kérpers — des Thyreotoxins im Serum. Der Gehalt an Phylo- 
katalase im Serum nimmt dabei nicht nur nicht zu, sondern 
stark ab. Die subcutane Einverleibung von Thyreoidin hat eine 
Erhoéhung der antitryptischen Eigenschaften des Serums zur 
Folge, wobei diese Zunahme weniger ausgesprochen ist, wie 
bei der Zufuhr per os. Die hiimolytischen Eigenschaften nehmen 
deutlich zu, die Gegenkorper hiiufen sich in grofer Menge an, der 
Gehalt an Katalase aber nimmt eher zu, wenn man Kaninchen 
subcutan Thyreoidin einverleibt. 

Beriicksichtigt man daneben die Daten aus meinen friiheren 
Arbeiten, welche sich auf die Wirkung der Schilddriise auf die 
Tiitigkeit der Peroxydase, Lipase und Katalase bezogen, so haben 
wir ein hinreichendes Tatsachenmaterial vor uns, durch welches 
die Bedeutung der Schilddriise fiir die fermentativen Prozesse 
des Gewebestoffwechsels, sowohl in normalen wie pathologischen 
Verhiiltnissen bestiitigt wird. In der Literatur finden wir ver- 
schiedene Hypothesen tiber diese Funktion der Schilddriise; so 
schlossen z. B. L. Levi und H. Rotschild schon im Jahre 
1906 auf Grund klinischer Beobachtungen, dal die Schilddriise 
als Regulator der Diastasen (Fermente) der Verdauung und des 
Selbstschutzes diene. Stookey sprach die Vermutung aus, 
dah die Schilddriise die oxydierenden Fermente aktiviere. 

Welcher Art die biologischen Prozesse sind, welche diesen 
Einflu6b der Schilddrtise auf die Fermente bedingen, konnen wir 
zurzeit nicht bestimmen. Nach allem, was wir dartiber wissen, 
spielt irgend eine Jodverbindung der Driise hierbei eine Rolle. 
Ich beschriéinke mich jetzt nur auf die Anfiihrung der experi- 
mentellen Tatsachen, welche auf einen Zusammenhang zwischen 
Schilddriisenfunktion und fermentativen Prozessen im tierischen 
Organismus hinweisen. Auf welche Weise dies vor sich geht, 
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ob das Schilddriisensekret direkt die untitigen Zymogene der 
Fermente aktiviert, indem sie dieselben in aktive tiberfiihrt, 
oder ob dieser Einfluf{ unter Vermittlung anderer Organe, wie 
Leber, Pankreas oder anderer Driisen mit innerer und vielleicht 
auch mit aduferer Sekretion vor sich geht, diese Frage kénnen 
wir fiirs erste nicht lésen, die Aufstellung aber von neuen 
Hypothesen wirde schwerlich zur Kléirung dieser sowohl fiir 
Biologie wie Klinik wichtigen Fragen beitragen. 
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Uber den fermentativen Abbau des Arginins in Pflanzen. 


Von 
Alexander Kiesel. 





(Aus dem physiologischen Institute der Universitat Heidelberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 4, August 1911.) 


Unter den theoretisch mdglichen fermentativen Abbau- 
arten des Arginins in Pflanzen kommen fiir die Untersuchung 
hauptsachlich diejenigen in Betracht, welche schon einerseits 
im Tierreiche, anderseits bei Fiéulnisvorgingen aufgefunden sind. 

Nach den grundlegenden Untersuchungen von A. Kossel 
und H. Dakin’) geht die Argininspaltung in tierischen Or- 
ganen unter Wasseranlagerung vor sich, indem Ornithin und 
Harnstoff gebildet werden, nach der Gleichung: 

NH,C(NH)NH(CH,),CH(NH,)COOH + H,O = NH,CONH, 
-|+- NH,(CH,),CH(NH,)COOH 

Die Bildung von Ornithin aus Arginin konnte auch bei 
Faulnis des letzteren von D. Ackermann?) nachgewiesen 
werden. 

Es war wahrscheinlich, dafi in Pflanzen ein  gleicher 
ProzeB vorgeht und durch ein Ferment hervorgerufen wird. 

Nach den Untersuchungen von F. Kutscher und 
J. Otori’) bildet sich bei der Autolyse von Pancreas Guani- 
din, welches vielleicht doch aus dem Arginin stammen konnte, 
wenn auch die genannten Forscher sich auf Grund des Feh- 
lens von Bernsteinséiure in ihren Versuchen gegen eine solche 
Entstehungsweise des Guanidins aussprechen. Jedoch konnte 
die Bernsteinséure dabei weiter verandert gewesen sein und 





1) Diese Zeitschrift, 1904, Bd. 41, S. 321; Bd. 42, S. 181. 

2) Diese Zeitschrift, 1908, Bd. 56, S. 305. 

%) Zentralbl. f. Physiologie, 1904, Bd. 18, S. 248; Diese Zeitschrift, 
Bd. 43, S. 92. 
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zwar durch einen Prozef, welcher dem von F. Battelli und 
L. Stern’) in verschiedenen tierischen Organen nachgewiesenen 
entspricht. 

Man durfte also auch an die Moglichkeit einer Spaltung 
des Arginins durch ein Ferment denken, die der Einwirkung 
von Baryumpermanganat auf Arginin entspricht, also oxyda- 
tiver Natur wire. Diese Spaltung verliiuft nach E. Benech 
und F. Kutscher?) bei Anwendung des Baryumpermanganats 
folgendermafen : 

I. NH,C(NH)NH(CH,),CH(NH,)COOH +- O, 
= NH,C(NH)NH(CH,),COOH -+- CO, + NH. 
II. NH,C(NH)NH(CH,),COOH -+- O, = NH,C(NH)NH, 
-+- COOHCH,CH,COOH. 

Wie aus obigen Gleichungen zu ersehen ist, geht die oxy- 
dative Spaltung iiber y-Guanidinbutterséure, die Kutscher?) 
dabei auch isolieren konnte, aber die noch nie in Organismen 
nachgewiesen worden ist. 

Da das Guanidin schon Ofters in Pflanzen aufgefunden 
wurde,*) so durfte diese Mdglichkeit keinenfalls unbeachtet 
bleiben. | 

Nach der Entdeckung des Agmatins durch A. Kossel?) 
im Heringsperma und nach der Feststellung der Identitét der 
von F. Kutscher®) in Mutterkornextrakt (Secale cornutum 
von Claviceps purpurea) aufgefundenen Base mit demselben 
durch R. Engeland und F. Kutscher’) mufte man an die 
wahrscheinlich ebenfalls fermentative Bildung desselben aus 
Arginin denken und somit eine dritte Art des Abbaus des 
Arginins in Pflanzen fiir moglich halten. 


‘) Biochem. Zeitschrift, 1910, Bd. 30, S. 172. 

*) Benech und Kutscher, Diese Zeitschrift, Bd. 32 (1901), S. 278; 
Kutscher, ibid., S. 413. 

*) i..¢. 


/ 


4) E. Schulze, Diese Zeitschrift, Bd. 17; Landw. Jahrb., 1906, 
Bd. 35, S. 640. 

5) Diese Zeitschrift, Bd. 66 (1910), S. 257. 

*) Zentralbl. f. Physiologie, Bd. 24 (1910), S. 163. 

‘) Zentralbl. f. Physiologie, Bd. 24 (1910), S. 479. 
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Der Prozef wiirde verlaufen, wie folgt: 
NH,C(NH)NH(CH,),CH(NH,)COOH = NH,C(NH)NH(CH,),NH, 
+- CQ,. 

Die von D. Ackermann und F. Kutscher als Fiéulnis- 
abbauprodukt des Arginins angegebene 6-Aminovaleriansaure') 
hat wohl einen anderen Ursprung; bei Argininfiiulnis konnte 
nach Ackermann?) keine 0-Aminovaleriansdure nachgewiesen 
werden. 

Weiterhin mufte mit der Méglichkeit gerechnet werden, 
dafi die primar aus dem Arginin entstandenen Spaltungspro- 
dukte nicht unveréndert bleiben kénnen, sondern einen wei- 
teren Zerfall erleiden. 

Dabei kénnte aus dem Ornithin Putrescin gebildet werden, 
wie es in dem FaulnisprozeB durch A. Ellinger*) nachge- 
wiesen wurde. 

NH,(CH,),CH(NH,)COOH = NH,(CH,),NH, + COQ,. 

Da das Ornithin noch nie in Pflanzen entdeckt werden 
konnte,+) war die weitere rasche Zerstérung desselben sehr 
zu erwarten, doch die spater zu erliiuternden Versuche 
sprechen gegen diese Annahme und geben uns eine andere 
Erklaérung dafiir. 

Was das Putrescin anbetrifft, so wurde es freilich auch 
oft in Pflanzen erfolglos gesucht,*) jedoch tritt es bekanntlich 
regelmafig bei der Faulnis auf. 

Als sehr merkwiirdig muf der Versuch von D. Acker- 
mann®) erscheinen, der bei Argininfiiulnis eine grébere Menge 
Ornithin nachweisen konnte, jedoch kein Putrescin fand. Die 
Bildung des letzteren aus Ornithin wurde, wie eben erwiihnt, 
von Ellinger aufgefunden und es ist nicht klar, weshalb das 
Putrescin sich in dem Versuche von Ackermann nicht gebildet 
hatte. Augenscheinlich liegt der Grund in der Verschiedenheit 
der zu den Versuchen genommenen Bakterienarten; zerstort 


1) Diese Zeitschrift, Bd. 69 (1910), S. 272. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 56 (1908), S. 305. 
*) Diese Zeitschrift, 1900, Bd. 29, S. 334. 
4) E. Schulze, Diese Zeitschrift, 1906, Bd. 47, S. 507. 
°) Diese Zeitschrift, 1908, Bd. 56, S. 305. 
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konnte es wohl nicht gewesen sein, da nach den Angaben 
von Ackermann selbst das Putrescin sich sehr resistent 
gegen Fiaulnis verhiilt. 

Moglich war jedoch die Annahme, daf das Verhalten 
des Putrescins im Organismus selbst ein anderes ist, wie bei 
Fiiulnis, und die gebildete Base sich hier sofort nach der 
Entstehung zersetzt. 

Es muf noch angefitihrt werden, dai das Putrescin von 
M. Schenk!) unter den bei der Autolyse von Hefe gebildeten 
Produkten gefunden wurde. 

Harnstoff wurde bis jetzt nur in einer Pflanze aufgefunden, 
niimlich in Lycoperdon bovista, wo seine Menge bis 3,5°/o 
der Trockensubstanz betrigt. ?) 

Der Harnstoff, dessen weitere Spaltung fiir tierische Or- 
ganismen vollkommen wegfillt, wird, wie schon lingst be- 
kannt,*) durch ein Ferment, das sehr viele Bakterien besitzen, 
in Ammoniak und Kohlenséure gespalten. Jedoch beschrankt 
sich die Anzahl der harnstoffspaltenden Pflanzenorganismen 
nicht nur auf die genannte Gruppe niederster Wesen, sondern 
es werden immer mehr Pflanzen gefunden, die den Harnstoff 
fermentativ spalten kOnnen. 

So entdeckte K. Shibata‘) Urease in dem Schimmel- 
pilze Aspergillus niger. Von T. Takeuchi’) wurde Urease in 
vielen héheren Pflanzen entdeckt. Die untén angefiihrten Ver- 
suche vergréfern noch die Anzahl der Pflanzen, die Urease 


enthalten. 


Uber das Vorhandensein von y-Guanidinbutterséiure in 
Organismen und deren Spaltung haben wir bis jetzt keine 


') Chem. Zentralbl., 1905, Bd. 2, S. 1812; Zeit. f. Spir.-Industrie, 
Bd. 28, S. 397, 409, 416. 

*) M. Bamberger und A. Landsiedl, Monatsh. f. Chemie, Bd. 24 
(1903), S. 218; R. Gase, Chem. Zentralbl., 1905, Bd. 1, S. 924; Archiv 
d. Pharmacie, Bd. 243 (1905), S. 78. 

‘) Literatur s. F. Czapek, Biochemie d. Pflanzen, Bd. 2, S. 106; 
Lafar, Handb. d. techn. Mykologie, Bd. 3. 

‘) Hofmeisters Beitrage, Bd. 5, S. 384 (1904). 

6) Journal of Coll. Agric. Tokyo, I, Nr. 1, 1909. 
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Angaben. Das Verhalten dieser Substanz muf} noch durch 
kiinftige Untersuchungen klargelegt werden. 

Guanidin und Bernsteinsiure hat man 6fters in Pflanzen 
nachgewiesen, doch kann nur ein geringer Teil der letzteren 
aus Arginin stammen. 

Kine fermentative Spaltung des Guanidins konnte noch 
nie nachgewiesen werden.!) Fiir die Unangreifbarkeit desselben 
durch pflanzliche Fermente spricht auch ein unten angefiihrter 
Versuch. 

Fiir Bernsteinsiiure ist eine Veriinderung zu Apfelsiiure 
von F. Battelli und L. Stern?) durch tierische Fermente 
nachgewiesen worden. Eine derartige Veriinderung diirfte wolil 
auch in Pflanzenobjekten vorkommen. 

Uber den weiteren Abbau des Agmatins sind noch keine 
Angaben vorhanden. Immerhin ist eine Spaltung zu Harnstof! 
und Putrescin sehr annehmbar nach folgendem Bilde: 
NH,C(NH)NH(CH,),NH, -+- H,O = NH,CONH, -+ NH,(CH,),NH, 

Auber den eben vorgefiihrten Méglichkeiten einer nur 
nach einer Richtung gehenden Argininspaltung in Pflanzen 
mubte man aber auch die Mdglichkeit eines gleichzeitig nach 
verschiedenen Richtungen gehenden Abbaues beriicksichtigen. 

Dab ein fermentativer Argininabbau in Pflanzen  iiber- 
haupt stattfindet, wurde von K. Shiga’) fiir Hefe (Prefsaft) 
nachgewiesen. Er nahm dabei an, dah die Spaltung ebenso, 
wie von Kossel und Dakin fiir tierische Organe gezeigt 
wurde, zu Ornithin und Harnstoff fiihrt; jedoch brachte er 
keinen Beweis fiir seine Annahme, indem keine Ausscheidung 
und Identifizierung dieser Substanzen unternommen, sondern 
die Bildung von Ornithin und Harnstoff aus der Zunahme des 
Stickstoffs in den entsprechenden Fraktionen gefolgert wurde. 
Dabei blieben die Zunahmen des Stickstoffs in den Fraktionen 
nicht nur fiir Harnstoff,*) sondern auch fiir Ornithin stark von 





') K. Shiga, Diese Zeitschrift, 1904, Bd. 42, 5. 505; K. Shibata, 
l.c.; T. Takeuchi, I. ec. 

») i <. 

3) Diese Zeitschrift, 1904, Bd. 42, S. 502. 

*) Die geringe Menge des Harnstoffstickstoffs wird von Shiga mit 
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den theoretischen Werten zuriick, wie folgende kurze Be- 


rechnung uns zeigt. 








Stickstoff in g _ Gefunden | Theorie Gefunden | Theorie 
des zugesetzten Arginins | 0,138 | ~— | os | - 
» unzersetzten » | 0,028 | — | 0,035 | — 
zersetzten > 0,110 | — | 0,103 | o 
» Ornithins aus Arginin 0,012 | 0,035 | 0,027 | 0,051 
» Harnstoffs > » | 0,04 | 0,055 | 0,022 | 0,051 


Eine Erklirung dieser Ergebnisse soll in den unten an- 
gefiihrten Versuchen gegeben werden (s. 5. 186). 

Fiir hdhere Pflanzen wurde eine fermentative Arginin- 
spaltung von A. Kiesel!) nachgewiesen. Als Material diente 
Prefsaft griiner 2wé6chentlicher Keimpflanzen von Lupinus 
luteus. Die entstandenen Produkte wurden dabei nicht unter- 


sucht. 





Die im experimentellen Teil der vorliegenden Arbeit niher 
beschriebenen Versuche konnten, mit Berticksichtigung der oben 
besprochenen Moéglichkeiten und Tatsachen, uns ein folgendes 
Bild iiber den fermentativen Argininabbau in Pflanzen geben. 

Der wohl allgemein verlaufende Vorgang der Arginin- 
spaltung in Pflanzen ist derselbe, welcher auch in tierischen 
Organen und bei Fiiulnis nachgewiesen ist: das Arginin zer- 
fiillt, wenn nicht quantitativ, so doch zum gr6ften Teil in Or- 
nithin und Harnstoff. 

Es konnte bei nachgewiesenem starken Argininabbau 
weder Guanidin noch Agmatin nachgewiesen werden. 

Das Fehlen des Guanidins durch dessen weiteren Abbau 
zu erkliiren, ist man nicht berechtigt, da bis jetzt noch keine 
fermentative Spaltung desselben aufgefunden werden konnte; 
auch wurde dieses negative Verhalten des Guanidins gegen 


einer Verweisung auf die Arbeit von F. Kutscher und J. Otori (Zentral- 
blatt fiir Physiologie, Bd. 18 [1904], S. 249) dadurch erklart, daf der 
Harnstoff teilweise bei dem Silberbarytverfahren gefallt wird. 

') Diese Zeitschrift, Bd. 60 (1909), S. 460. 


t 
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Fermentwirkung von Pflanzenmaterial durch einen Versuch nach- 
gepriift. Also konnte Guanidin nicht gebildet worden sein, 

Unter anderen Bedingungen, vielleicht auch auf nicht 
direkt fermentativem Wege oder wahrscheinlich unter Ein- 
wirkung von besonderen Oxydasen, kénnte dennoch Guanidin 
entstehen; die zu diesem Vorgang nétige Oxydasewirkung konnte 
in den ausgefiihrten Versuchen nicht stattgefunden haben, viel- 
leicht weil das Ferment durch irgendwelche Stoffe geschiidigt 
war. Wenigstens mufi aber das Arginin als die Stammsub- 
stanz des Guanidins angesehen werden, bis keine andere auf- 
gefunden ist.?) 

Die Frage, ob das Agmatin iiberhaupt nicht gebildet war 
oder aber méglicherweise doch entstanden und dann abgebaut 
sein konnte, wird noch nachgepriift werden. Die Resultate 
sollen dann verOffentlicht werden. 

Da der Prozefi der Agmatinbildung aus Arginin durch 
Kohlenséureaustritt sehr an die typischen bakteriellen Prozesse 
erinnert, so ware vielleicht anzunehmen, dafi das Agmatin auch 
ein stindiges Fiiulnisprodukt des Arginins ist und dabei wahr- 
scheinlich auf fermentativem Wege, durch ein spezifisches bak- 
terielles Ferment, gebildet wird. Es ware sehr wiinschenswert, 
nachzuprtifen, ob dieses wirklich der Fall ist. 

Es gelang nicht, Agmatin bei der Hydrolyse von Weizen- 
keimen nachzuweisen; somit war es nicht in dem Weizenkeim- 
eiweifi vorgebildet und konnte auch nicht in freiem Zustande 
in den Weizenkeimen vorhanden gewesen sein. 

Ebenfalls gelang es auch nicht, das Agmatin bei Autolyse 
von Hefe aufzufinden. Es entsteht also nicht in derselben bei dem 
genannten Vorgange. Es konnte freilich méglich sein, dab der 
Agmatinkomplex bei der Autolyse im Eiweifi der Hefe gebildet 
worden war, jedoch wurde das riicksténdige Eiweif nicht 


untersucht. 


1) J. Otori fand bei der Hydrolyse von Pseudomucin Guanidin und 
nimmt zur Erkléirung dieser Tatsache einen besonderen Guanidinkern im 
untersuchten Eiweifikérper an (Diese Zeitschr., Bd. 42 [1904], S. 458; 
Bd. 43, S. 77). Die Menge des gefundenen Guanidins betrug 0,0250 bis 
0.0393 °/o des Eiweifes. 
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Dafi das Ornithin bis jetzt in Pflanzen nicht aufgefunden 
worden ist, beruht nicht auf dem schnellen weiteren Abbau 
des gebildeten Ornithins — ein derartiger Abbau konnte nicht 
nachgewiesen werden —, sondern wahrscheinlich auf dem Ent- 
schliipfen des Ornithins bei den Phosphorwolframsiurefiillungen. 

Die nOtigen Bedingungen zum Auffinden des Ornithins 
sollen in einer nachsten Abhandlung besprochen werden. 

Auferdem muf noch darauf aufmerksam gemacht werden, 
dafi das Ornithin bei geringen Mengen weder durch die Benzoy!- 
verbindung, noch durch das Chloroplatinat nachgewiesen werden 
kann, wenn es nicht vollkommen rein ist. 

Wenn die fermentative Spaltung des Ornithins nicht nach- 
gewiesen werden konnte und somit die Bildung von Putrescin 
aus diesem Stoffe ausgeschlossen war, so war es doch viel- 
leicht modglich, dai eine Bildung des Putrescins tiber das Ag- 
matin oder eine direkte Bildung von Putrescin aus Arginin 
stattfindet. 

Jedoch konnte kein Putrescin als Spaltungsprodukt des 
Arginins aufgefunden werden. 

Die Vermutung, dafi das Putrescin vielleicht weiter ge- 
spalten war, konnte nicht nachgepriift werden, da bisher keine 
Methode zur quantitativen Bestimmung von Putrescin neben 
Ammoniak ausgearbeitet ist. 

Somit war die Beteiligung des Putrescins beim Arginin- 
abbau unter den vorhandenen Bedingungen modglich, aber nicht 
nachweisbar. 

Wenn der Harnstoff nur in einem Falle in Pflanzen auf- 
gefunden worden ist, muf dennoch seine Entstehung als ein 
sehr verbreiteter Vorgang angesehen werden. 

Seine Abwesenheit in den bisher untersuchten Pflanzen- 
objekten ist dadurch zu erkliiren, daS die Pflanzen ein ihn 
spaltendes Ferment enthalten und dafi dadurch der Harnstof! 
entweder gleich nach seiner Bildung zersetzt wurde, oder, wenn 
vielleicht Harnstoff und Urease in verschiedenen Zellen ent- 
halten waren, die Einwirkung der letzteren erst nach dem zu 
der Untersuchung nodtigen Zerkleinern begann. 

Jedoch gibt es Pflanzen, die keine oder fast keine Urease 
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enthalten und in diesen Pflanzen muB8 Harnstolf gefunden werden, 
wenn auch vielleicht in viel kleineren Mengen, als bei Lyco- 
perdon bovista (bis 3,5°/o der Trockensubstanz). Um also mit 
einer gewissen Sicherheit die Gegenwart oder Abwesenheit 
des Harnstoffes in Pflanzen festzustellen, mu man das Material 
zuniichst auf Urease untersuchen und nur dasjenige zur Unter- 
suchung verwenden, welches Spuren oder keine Urease enthiilt. 

Die hoheren Pflanzen scheinen oft ein viel grOBeres Ver- 
mégen zur Harnstolfspaltung zu besitzen, als die sogenannten 
Harnstoffvergirer, welche bis 46°/o des zugesetzten Harnstofls 
spalten kénnen.!) Fiir Weizenkeime konnte ich eine Spaltung 
bis 91°/o nachweisen.?) 

Auch zeigen die von mir ausgefiihrten Versuche, dal das 
Verm6gen der Harnstoffspaltung bei Pilzen augenscheinlich 
geringer ist, als bei manchen hdheren Pflanzen. 

Die Urease gehort zur Gruppe der desamidierenden Fer- 
mente und hat augenscheinlich einen sehr speziellen Wirkungs- 
kreis. Vielleicht ist dieses auch der Fall bei anderen desami- 
dierenden Fermenten. Bei nachgewiesenem starken Harnstoff- 
zerfall in einem pflanzlichen Objekt kann es vorkommen, wie 
es z. B. in den Versuchen mit blauen Lupinen gefunden wurde, 
dafi in demselben keine anderen Substanzen desamidiert werden. 
Ks ist begreiflich, dai gerade aus solchen Objekten reinere 
Ureasepriiparate erhalten werden konnen. 

Der fermentative Prozefi Harnstoff —-> kohlensaures Am- 
moniak konnte nicht als reversibel nachgewiesen werden, d. h. es 
konnte kein Harnstoff bei Einwirkung von Urease auf kohlen- 
saures Ammoniak erhalten werden. Somit kann Urease nicht 
als ein harnstoffbildendes Ferment angesehen werden. 





') H. Euler, Grundlagen und Ergebnisse d. Pfl.-Chemie, Bd. 2, 
S. 203 (1909). 

2) Nach den von T. Takeuchi (I. c.) angegebenen Zahlen berechnet 
sich die Harnstoffspaltung durch Samenmaterial von Glycine hispida forma 
sogar bis 96°/o. Bei Zusatz von 0,5 g Harnstoff wurde nach 24 Stunden 
0.2713 g Ammoniak erhalten. Jedoch fehlt bei dem genannten Autor die 
Angabe tiber die Menge des aus dem Pflanzenmaterial selbst gebildeten 
Ammoniaks, so dafi dieselbe bei dieser Berechnung nicht abgezogen 
werden konnte. 
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Es wurde die eigentiimliche Merkwiirdigkeit beobachtet, 
dafi bei Versuchen mit Arginin durch sukzessive Einwirkung 
von Arginase und Urease viel weniger Ammoniak abgespalten 
wurde, als zu erwarten war. Dieses Resultat kann ich nicht 
erkliren. 

Experimenteller Teil. 

Die vorliegende Arbeit hatte das Ziel, sowohl den fer- 
mentativen Argininabbau in Pflanzen nachzuweisen, als auch 
die dabei entstandenen Produkte und deren weitere Veriande- 
rungen zu untersuchen. 

In den Versuchen, wo die Pflanzenobjekte auf die An- 
wesenheit von Fermenten gepriift werden sollten, wurde direkt 
Pflanzenbrei verwendet, der durch moglichst feines Zerreiben der 
Objekte im PorzellanmoOrser zuerst mit grobem, dann mit feinem 
Quarzsand unter Zusatz von etwas Wasser erhalten wurde. 

Der mit etwas Wasser in das betreffende VersuchsgefaB 
gespilte Brei wurde mit einer Losung der zu untersuchenden 
Substanz versetzt, als Antiseptikum zu kleineren Versuchen 
Toluol (5—15 cem), zu gréeren Toluol und Chloroform ge- 
nommen und nach starkem Umrihren in einen Brutschrank 
(37—38°) gebracht. In diesem wurde bei langer dauernden 
Versuchen das Umriihren von Zeit zu Zeit wiederholt und etwas 
Toluol nachgefiillt. 

Wo es sich nicht um das Auffangen des gebildeten Am- 
moniaks handelte, wurden ca. 500 ccm Erlenmeyer-Kolben 
oder bei grofen Versuchen eine entsprechende Flasche ge- 
braucht, die, um einen starken Gasdruck zu vermeiden, nur 
leicht mit einem Korkstopfen geschlossen wurden. 

Wenn jedoch eine Ammoniakbestimmung nach dem Ver- 
suche beabsichtigt war, wurde die Mischung in einer 1—2 1 
fassenden Saugflasche gemacht, die in Verbindung mit einem 
das Ammoniak auffangendem, mit !/2-n-Schwefelséure versehenem 
Gefab stand, welches durch eine kleine Peligotsche Réhre mit 
konzentrierter Schwefelséure abgeschlossen war. Nach dem 
Versuch wurde durch einen schon vorher angebrachten Tropf- 
trichter eine Aufschwemmung von Magnesiumoxyd in die Ver- 
suchsfliissigkeit hineingebracht und das so frei gemachte Am- 
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moniak im Vakuum nach Nencki und Zaleski’) abdestilliert, 
wobei in den Kugelrezipienten die Schwefelsiiure aus dem ab- 
schlieBenden Gefiéfe umgefiillt wurde. Zur Sicherheit wurden 
immer 2 solche Rezipienten und eine Waschflasche eingeschaltet, 
letztere, um die leicht beim Offnen der Apparatur iiberspritzende 
Fliissigkeit aufzufangen. 

In den Versuchen, wo quantitative Stickstoff- oder Am- 
moniakbestimmungen ausgefiihrt werden sollten, wurde gleich- 
zeitig eine Kontrollportion unter Weglassen der zu prifenden 
Substanz angesetzt, um den schon im Material befindlichen 
Stickstoff oder Ammoniak zu bestimmen. 

Wenn eine Base zur Untersuchung kam, wurde eine ihr 
entsprechende Menge Natriumcarbonat in die Kontrollportion 
zugesetzt. Sonst wurden in der Kontrollportion alle Bedingungen 
gleich gehalten. 

Die Stickstoff- und Ammoniakzahlen der Kontrollportionen 
kamen dann bei den Berechnungen in Abzug. 


I. Versuche mit Arginin. 


Zuerst wurde eine Reihe von Versuchen unter Zusatz 
von ca. 0,7 g Arginincarbonat ausgefiihrt, wobei der nicht durch 
Phosphorwolframsaure fillbare und aus dem Arginin stammende 
Stickstoff in einem Teile des Filtrats bestimmt wurde. 

Die Versuchsdauer war ca. 24 stiindig, aufer dem Versuche 
mit Triiffeln, wo die fermentative Einwirkung 97 Stunden dauerte. 
Die ganze Menge des bei den Versuchen zugesetzten Wassers 
betrug 130 ccm. Das zu den Versuchen verwendete Arginin- 
carbonat war teilweise aus Edestin, teilweise aus Buchweizen- 
eiweif dargestellt. Die zugesetzte Arginincarbonatmenge wurde 
bei allen Versuchen durch eine in einem Teile der Lésung aus- 
gefiihrte Stickstoffbestimmung kontrolliert. 

Die erhaltenen Resuitate sind in der Tabelle I zusammen- 
gestellt und wurden durch folgendes Verfahren erhalten. 

Nach Ablauf der Versuchsdauer wurde 50°/oige Schwefel- 
siure bis zu einer Konzentration von 5 Volumprozent in der 


1) Diese Zeitschr., Bd. 33, S. 193 (1901). 
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gesamten Fliissigkeit zugesetzt und die basischen Substanzen, 
ohne Filtrieren, mit den Eiweifkérpern zusammen mit Phos- 
phorwolframsiiure moglichst quantitativ ausgefallt, wobei ein 
UberschuB sorgfiiltig vermieden wurde. Nach 48—64 stiindigem 
Stehen wurden die Fliissigkeiten samt Niederschlag mit 5°/oiger 
Schwefelsiiure bei 250 ccm aufgefiillt, wobei das Toluol ent- 
fernt wurde. Nach dem Auffiillen wurde der Niederschlag 
abfiltriert und in 100 ecm des Filtrats eine Stickstoffbestimmung 
nach Kjeldahl gemacht. 

In allen Versuchen konnte auf Grund dieser in der Ver- 
suchs- und Kontrollportion ausgefiihrten Stickstoffbestimmungen 
ein mehr oder weniger energischer Argininabbau nachgewiesen 
werden. 

Dann wurde die Phosphorwolframsiiurefillung der Ver- 
suchsportion nach Auswaschen mit 5°/oiger Schwefelsiiure auf 
die in ihr enthaltenen Substanzen untersucht. Sie wurde in 75°/o 
Aceton!) aufgeschwemmt, mit Baryumhydrat die Schwefelsiure 
und Phosphorwolframsiéure und mit Kohlensiiure das_ tiber- 
schtissige Baryt entfernt. Nach Ansaéuern der eingeengten 
Fliissigkeit mit Salpetersiure resp. Schwefelsiiure®) wurden 
die stets in nur sehr geringer Menge vorhandenen Nuclein- 
basen durch Silbernitrat resp. Silbersulfat entfernt und in 
iiblicher Weise*) die drei Histidin-, Arginin- und Ornithin- 
fraktionen erhalten. Jedoch wurde erstere nur in dem Versuch 
mit weifen Lupinen abgetrennt, da sich die Abtrennung dieser 
Fraktion fiir unndtig erwies und unterlassen werden konnte. 
Das Filtrat von den Nucleinbasen gab naémlich in keinem der 
Versuche eine Fallung mit ammoniakalischer SilberlOsung und 
auch die Priifung mit Diazobenzosulfosiure erwies sich tiberall 
negativ. Bei den weifen Lupinen konnte aus der Histidin- 
fraktion nur eine sehr geringe Spur Substanz als Pikrat erhalten 


werden. 


1) Diese Zeitschrift, Bd. 68 (1910), S. 167. 
*) Schwefelsiure und Silbersulfat wurden in den Versuchen mit 


blauen Lupinen und Triiffeln angewendet. 
5) A. Kossel und H. Pringle, Diese Zeitschrift, Bd. 49 (1906), 


S. 318. 
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Die in der Argininfraktion enthaltenen Basen wurden in 
Carbonate iibergefiihrt und mit Pikrinséure neutralisiert. In 
allen Versuchen konnte aber nur Argininpikrat nachgewiesen 
werden; der Zersetzungspunkt stimmte mit dem fiir Arginin- 
pikrat angegebenen iiberein,!) war sogar gewodhnlich etwas 
hoher (207 —208° unkorr.). Ein Umkrystallisieren war meistens 
sogar nicht nétig und anderte den Zersetzungspunkt nicht. 

Die von dem ausgeschiedenen und nach Trocknen ge- 
wogenen Argininpikrat?) erhaltene Mutterlauge war sehr gering 
und enthielt in allen Versuchen nur sehr wenig Substanz; 
augenscheinlich bestand sie aus dem in Lisung gebliebenen 
und nur schwach verunreinigten Argininpikrat. 

Somit konnte weder Guanidin, noch Agmatin in diesen 
Versuchen gebildet worden sein, da beide sehr schwer losliche 
Pikrate geben. 

Bei der Verarbeitung der Ornithinfraktionen mubte in 
den Versuchen, wo salpetersaures Silber zum Ausfillen der 
Argininfraktion verwendet wurde (s. Anm. 2, S. 181), eine noch- 
malige Fillung mit Phosphorwolframsiéure unternommen werden, 
wogegen in den anderen, wo Silbersulfat gebraucht wurde, 
diese Fallung nicht vorgenommen zu werden brauchte. In beiden 
Killen wurden die in der Ornithinfraktion vorhandenen Basen 
in ublicher Weise in Carbonate tibergefiihrt, wobei die erhaltenen 
Substanzmengen sehr gering waren. 

In den Versuchen mit weifBen Lupinen, Weizenkeimen und 
Champignons wurde versucht, daraus eine Benzoylverbindung 
(Ornithursdure) zu erhalten. Doch blieben in allen drei Ver- 
suchen die Bestrebungen erfolglos — es konnte keine in Ather 
unldsliche Verbindung erhalten werden. 

In den Versuchen mit blauen Lupinen und Triiffeln wurde 
versucht, ein Chloroplatinat zu erhalten, doch wurden keine 
krystallisierbaren Substanzen erhalten — die Menge erstarrte 
im Vakuumexsikkator (mit etwas Kochsalz in der Schwefel- 
siiure) zu einem durchscheinenden braunen Sirup. 


‘) OQ. Riesser, Diese Zeitschrift, Bd. 49 (1906), 5S. 216. 
7) In der Tabelle [ sind die Pikratmengen auch in die entspre- 
chenden Carbonatmengen umgerechnet. 
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Somit konnten in diesen Versuchen keine fafbaren 
basischen Substanzen nachgewiesen werden, die dem Arginin 
entstammen muften. 

Die von der Stickstoffbestimmung iibriggebliebene Menge 
des Filtrats vom Phosphorwolframsiureniederschlage samt 
Waschfliissigkeiten wurden im Versuche mit Triiffeln auch auf 
Basen verarbeitet. Es wurde versucht, die der Fillung még- 
licherweise entschliipften Basen hier als Chloroplatinate nach- 
zuweisen: jedoch gelang es auch hier nicht, eine krystallinische 
Verbindung zu erhalten. 

Somit mufiten die in den Versuchen vorhandenen Mengen 
der Basen, die sich wohl teilweise in der Phosphorwolfram- 
sdurefillung, teilweise im Filtrat von derselben befanden, 
wenigstens bei getrennter Behandlung der beiden Fraktionen, 
zu gering sein, um als Benzoylverbindungen oder Chloro- 
platinate nachgewiesen werden zu k6énnen. 

DaB in diesen Versuchen dennoch Ornithin gebildet sein 
muBte, beweist ein spater zu besprechender Versuch mit einer 
groBeren Argininmenge. 

In den anderen Versuchen wurde das iibriggebliebene 
Filtrat von der Fillung mit Phosphorwolframséure auf Harn- 
stoff verarbeitet. 

Die auf Harnstoff zu priifenden Fliissigkeiten wurden mit 
Baryt von der Schwefelséure und Phosphorwolframsaure befreit 
und der tiberschiissige Baryt mit Kohlensaure entfernt. Der Riick- 
stand der zur Trockne abgedampften Fliissigkeit wurde mit 
absolutem Alkohol extrahiert und die Prozedur des Eindampfens 
und Aufnehmens 1-2 mal wiederholt. In der so erhaltenen 
alkoholléslichen Harnstofffraktion wurde der Alkohol entfernt 
und versucht, den Harnstoff als salpetersaures Salz zu isolieren 
und zu identifizieren. 

Jedoch gelang es, von den vier Versuchen, wo auf Harn- 
stoff gepriift wurde,') nur in dem einen Versuche mit Cham- 
pignons Harnstoff nachzuweisen. Die hier gefundenen Krystalle 

1) In dem Versuch mit Triiffeln wurde der Rest des Filtrats, wie 
schon angegeben, zum Nachweis von Basen verwendet. 
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des salpetersauren Harnstoffs wurden durch eine Winkelmessung 
identifiziert. 

Wie aus den folgenden Versuchen mit Zusatz von Harn- 
stoff zu ersehen ist, entspricht dieser Befund vollkommen den 
dort erhaltenen Resultaten — Harnstoff wurde gerade im Ver- 
suche mit der Pflanze gefunden, in der keine oder fast keine 
Urease tiitig gewesen war, wo also der aus dem Arginin 
entstandene Harnstoff nicht weiter zerstort werden konnte. 

Daraus konnte also mit grofSer Wahrscheinlichkeit ge- 
schlossen werden, dafi bei der Argininspaltung Harnstoff auch 
in den anderen untersuchten Objekten gebildet war, aber durch 
die doch kriftig wirkende Urease weiter zerstort wurde. 

Da Harnstoff somit als ein fermentatives Spaltungspro- 
dukt des Arginins in Pflanzen angesehen werden mubte, mubte 
zugleich eine notwendige, wenn auch vielleicht nur voritiber- 
gehende Bildung von Ornithin angenommen werden. 


Il. Versuch mit Ornithin. 


Um festzustellen, ob das Ornithin durch fermentative Ein- 
wirkung von Pflanzenmaterial angegriffen wird und dadurch 
das Nichtauffinden desselben zu erkliiren ist, wurde ein Versuch 
mit Weizenkeimen unter Ornithinzusatz angestellt. 

Das Ornithin, welches aus 4,1 g Arginincarbonat durch 
Einwirkung von Leberbrei dargestellt wurde,!) wurde als Car- 
bonat in den Versuch eingefiihrt. 

Der erhaltene Sirup des kohlensauren Ornithins wurde 
in 100 cem Wasser gelést und je 50 ccm der Losung mit 5 g 
Weizenkeimbrei und 5 ccm Toluol versetzt. In einer Portion 
wurden im Brei vor dem Zusetzen die Fermente durch 10 Minuten 
dauerndes Erhitzen im kochenden Wasserbade abgetétet. Nach 
Auffiillen der beiden Portionen mit Wasser bis 100 ccm kamen 
sie in den Brutschrank, wo sie 232 Stunden verblieben. 

Beim Abschlu8 des Versuchs konnte nur eine schwache 
Klauung des roten Lackmuspapiers, welches in den Kolbchen 
aufgehiingt war, bemerkt werden, jedoch war die Blaéuung in 


‘) Die Ausbeute bei dieser Darstellung ist 6fters gering, da ver- 
mutlich in der Leber ein Ornithin spaltendes Ferment enthalten ist. 
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der Versuchsportion viel deutlicher. Es mufte also irgend- 
welche Desamidation stattgefunden haben. 

Nach der Abtrennung des Eiweifes durch Aufkochen nach 
Ansiiuern mit Essigsiiure und nach starkem Einengen der er- 
haltenen Fliissigkeiten wurden dieselben mit Schwefelsiure bis 
zum Gehalt von 5°/o versetzt und dann die Fiillung mit Phos- 
phorwolframsiure sehr sorgfaltig vorgenommen: das Reagens 
wurde portionenweise zugesetzt und jeder Niederschlag nach 
liingerem Stehen abgenutscht. Erst nachdem das Filtrat nach 
lingerem Stehen keinen Niederschlag mehr gab, wurde die 
Fillung als abgeschlossen angesehen. Die zum Auswaschen 
der Niederschlage verwendete Saure wurde ebenso, nur ge- 
trennt behandelt. 

Die weitere Behandlung der vereinigten Niederschliige war 
die iibliche, wobei Silbersulfat angewendet wurde. 

Es wurden nur die erhaltenen Ornithinfraktionen unter- 
sucht, in denen das Ornithin als Chloroplatinat ausgeschieden 
wurde. Die Menge der erhaltenen Platinate differierte ver- 
hiltnismaBig nur sehr wenig. 

Kontrollportion 1,267 g Chloroplatinat 

Versuchsportion 0,995 » » 

Differenz 0,272 » entsprechend 
0,066 g Ornithin. 

Somit konnte eine nur sehr schwache oder vielleicht auch 
keine Ornithinzersetzung stattgefunden haben, denn die Aus- 
scheidung des Chloroplatinats aus der Versuchsportion war mit 
mehr Verlusten verkniipft, wie auch wegen der wiihrend der 
Versuchsdauer vorgegangenen Autolyse zu erwarten war. 

Die Ursache fiir den negativen Ausfall des Ornithin- 
nachweises in den in Tabelle | zusammengestellten Versuchen 
war also nicht die weitere Zersetzung dieser Base. Vielmehr 
ist anzunehmen, dali es dem Nachweis entging, weil seine 
Menge zu gering war. 

Dieser Versuch veranlaBt, hier auf eine beobachtung auf- 
merksam zu machen, die bei der Darstellung von Ornithin aus 
Arginin durch Einwirkung von Leberarginase gemacht wurde. 
Im Filtrat vom Phosphorwolframsiureniederschlag wurde nam- 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXY. 13 
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lich eine nicht unbetrachtliche Menge von Ornithin gefunden, die 
aus sehr konzentrierter LOsung nochmals mit Phosphorwolfram- 
siiure gefillt und als Chloroplatinat ausgeschieden wurde. Die 
Menge betrug gegen 0,4 g Chloroplatinat. 

Es mubte also bei jeder ausgefiihrten Fallung mit Phos- 
phorwolframsiiure ein ziemlich grober Teil des Ornithins der- 
selben entschliipfen, was tiberhaupt besonders da zu beachten 
ist, wo die anwesende Ornithinmenge klein, oder die zu ver- 
arbeitende Lésung wenig konzentriert ist. 

Wenn wir jetzt noch einmal zu den in der Tabelle | 
zusammengestellten Versuchen zurtickblicken, so werden uns 
durch dieses Entschliipfen die grofen Zahlen der im Filtrat 
vom Phosphorwolframsiureniederschlag ausgefiihrten Stickstoff- 
bestimmungen erkliirt, besonders, da das aus dem Harnstoff 
gebildete Ammoniak!) wenigstens zum Teil noch im Phosphor- 
wolframsiureniederschlage sein mufte und dennoch die Zahlen 
sehr hoch waren: besonders muf auf den Versuch mit Weizen- 
keimen verwiesen werden (61,9°/o Stickstoff des Arginins im 
Filtrate). 

Da die Ornithinspaltung jedenfalls, wenn iiberhaupt, sehr 
gering sein multe, kénnen diese hohen Zahlen kaum durch 
dessen Zersetzung erkliart werden. 

Ebenso sind in den schon besprochenen Versuchen von 
Shiga die zu niedrig gefundenen Ornithinstickstoffzahlen zu 
erkliiren (s. S. 174). 

Auch wiirde das bisherige Nichtauffinden von Ornithin?) 
in Pflanzen eine gleiche Erklirung durch die angefihrten Tat- 
sachen finden. 

Offenbar ist man hiiufig in folgender Weise verfahren: 
man hat nach nur mébigem Eindampfen der Pflanzenextrakte 
mit Phosphorwolframsiiure die Basen gefillt, die Fliissigkeiten 
nicht geniigend lange nach der Fallung stehen gelassen, das 
Filtrat von den Fiillungen nicht mit immer neuen Mengen Phos- 
phorwolframsiiure versetzt. Auf diese Weise kénnen negative 


‘) S. unten, Versuche mit Harnstoff. 
*) E, Schulze, Diese Zeitschrift, Bd. 47, S. 507 (1906). 
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‘esultate erhalten werden, trotzdem betriichtliche Mengen Or- 
nithin im Material vorhanden sind. 
Ill. Versuch mit Arginin. 

Um das Ornithin bei Argininabbau sicher nachweisen zu 
kénnen, mufite also eine groéfere Menge von kohlensaurem 
Arginin genommen werden als in den friiheren Versuchen, in 
denen die Bildung von Ornithin nur gefolgert werden konnte. 

Als Material wurden Weizenkeime gewiihlt, da dieselben 
unter den untersuchten Objekten die griBte Menge eines arginin- 
abbauenden Fermentes enthielten. Es wurden 20 g derselben 
genommen, 4,68 g Arginincarbonat in wisseriger LOsung, 20 cem 
Toluol und 5 ccm Chloroform hinzugefiigt. Im ganzen wurden 
:50 eem Wasser genommen. 

Schon nach sehr kurzer Zeit konnte ein iiber der Fliissig- 
keit angebrachtes, befeuchtetes, rotes Lackmuspapier eine Blau- 
firbung aufweisen, was auf die Bildung von Ammoniak hin- 
weist, welches vielleicht schon aus dem entstandenen und dann 
gespaltenen Harnstoff stammte. Der Versuch dauerte 8 Tage. 

Die Verarbeitung war die gleiche, wie in den friiheren 
Versuchen, wobei das unzersetzte Arginin mit Silbersulfat und 
Baryt ausgeschieden wurde. In dieser Fraktion konnte auch 
aufer dem Arginin keine andere Substanz nachgewiesen werden. 

Das Arginin wurde als Pikrat identifiziert. Zersetzungs- 
punkt 206°. 

Das Pikrat wog 2,0439 g, entsprechend 0,955 g Arginin- 
carbonat. 

Zersetzt waren also 3,725 g oder 79,6°/o0 des zugefiigten 
Argininearbonats. 

Bei der Fiillung mit Phosphorwolframsiiure nach dem 
AbschluB des Versuches wurde sehr darauf geachtet, dieselbe 
in einer mOglichst geringen F'liissigkeitsmenge auszufiihren. Das 
Ausfillen wurde wie im Versuch mit Ornithin ausgefiihrt. 

Das behufs Gewinnung des Chloroplatinats zuerst dar- 
gestellte Ornithinchlorid krystallisierte vollstandig in einigen 
Minuten aus, was auf die Reinheit der Substanz hinweist. 

Ornithinchloroplatinat wurde im Gewichte von 5,2281 g 


erhaiten, was 1,275 g Ornithin entspricht. 
13* 
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Aus der gespaltenen Arginincarbonatmenge mubte jedoch 
nach Berechnung 2,399 g Ornithin erhalten werden. 

Die erhaltene Ornithinmenge blieb also sehr stark von der 
durch die Gleichung NH,C(NH)NH(CH,),CH(NH,)COOH +- H,O 
= (NH,),CO +- NH,(CH,),CH(NH,)COOH geforderten zuriick. 

Nach Umkrystallisieren des Ornithinchloroplatinats wurde 
zum Identifizieren der Zersetzungspunkt bestimmt und eine Platin- 
bestimmung gemacht, wobei folgende Werte erhalten wurden. 

Zersetzungspunkt 202°. Nach einer miindlichen Mitteilung 
von Herrn Dr. F. Weiss liegt der Zersetzungspunkt analysen- 
reiner Praparate bei 200 —210°. 

0.2855 g des Chloroplatinats gaben 0,1020 g Pt. 
Berechnet fiir C,;H,,N,O, - 2 HCl - PtCl,: Gefunden: 
Pt = 35,060*%/¢ 39,73 °/0. 

Das Filtrat von dem Phosphorwolframsiaureniederschlage 
wurde auf Harnstoff wie friiher verarbeitet. Es konnte aber 
kein Harnstoff als Nitrat nachgewiesen werden, d. h. der Harn- 
stoff mubte durch Urease vollstaéndig oder zum gréBten Teile 
zersetzt gewesen sein. 

Der in Alkohol nicht losliche Teil dieses Filtrats wurde 
nicht weiter untersucht, konnte aber einen Teil des Ornithins 
enthalten. 


IV. Versuche mit Harnstoff. 


In den beschriebenen Versuchen mit Arginincarbonat, wo 
Harnstoff gebildet worden sein mute, konnte nur in einem 
Falle, bei Champignons, Harnstoff aufgefunden werden. 

Ks war daher zu erwarten, daf in allen Fillen, wo der 
Harnstoff fehlte, Urease vorhanden sein mufte und wo er war, 
dagegen letztere fehlen muBbte. Diese Schlubfolgerung fand 
eine vollstiindige Bestiatigung in den ausgefiihrten Versuchen. 

Zuerst wurden Versuche angestellt, wobei ich mich be- 
miihte, den unzersetzten Harnstoff zuriickzugewinnen und durch 
Wiigung zu bestimmen; die ihm beigemengten anderen Sub- 
stanzen sollten durch entsprechende Kontrollversuche eliminiert 


werden. 
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Die Versuchsanstellung war die tibliche. Nach dem Ab- 
schluB des Versuchs wurde das Eiweif durch Aufkochen aus- 
geschieden, auf ein bestimmtes Volumen aufgefiillt und ein 
aliquoter Teil des Filtrats unter Zusatz von BaCO, zum Sirup 
eingedampft und dann mit Alkohol aufgenommen. Die Prozedur 
des Eindampfens und Aufnehmens in Alkohol wurde mehrmals 
wiederholt, um den «Harnstoff» mdglichst rein zu bekommen, 
und nach Trocknen im Vakuumexsikkator gewogen. 

Jedoch erwies sich diese Methode zu quantitativen Be- 
stimmungen ungeeignet, und die niihere Beschreibung der 
Resultate der Wagungen kann deshalb weggelassen werden: 
das aus dem Harnstoff stammende Ammoniak tibte einen starken 
KinfluB auf die Autolyse des Pflanzenmaterials aus und deshalb 
wurden die Kontrollversuche ohne Harnstoff mit den eigent- 
lichen Versuchen mit Harnstoff unvergleichbar. 

Von den in dieser Art mit etiolierten Keimpflanzen von 
blauen Lupinen verschiedenen Alters und mit Weizenkeimen 
ausgefiihrten Versuchen trat die Ammoniakeinwirkung_ be- 
sonders bei letzteren hervor, da bei Zusatz von Harnstoff fiir 
die «Harnstofffraktion» in der Versuchsportion ein kleineres 
Gewicht erhalten wurde, als ohne dessen Zusatz in der Kon- 
trollportion, was die beabsichtigte Berechnung der Zersetzung 
von Harnstoff sogar unméglich machte (s. Tabelle II). 

In den Versuchsportionen wurde die Reaktion der Fliissig- 
keit sehr rasch alkalisch und es konnte mit Lackmuspapier 
starke Ammoniakausscheidung nachgewiesen werden. 

Nach Zusatz von etwas Wasser und Salpetersiure zu 
den erhaltenen «Harnstofffraktionen» wurde in den Versuchs- 
portionen nur sehr wenig oder gar kein salpetersaurer Harn- 
stoff erhalten, wogegen in den Kontrollportionen, wo Harnstoff 
zu dem erhitzten und abgetéteten Brei zugesetzt wurde, eine 
sehr groBe Menge von dieser Harnstoffverbindung ausgeschieden 
wurde. 

Jedenfalls erwiesen diese Versuche ganz unzweideutig, 
daBh in allen Fallen Urease vorhanden war, nur konnte das 
Ausmaf der Harnstoffzersetzung nicht bestimmt werden. 

Durch eine gleiche Versuchsanstellung konnte aber fir 
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Tabelle IL. 











Gewicht | Ver- | Harn: | Cerny ae. | Harnstott 
Objekt in g wanna zuge- yor ’ als 
7 : dauer] setzt |fraktion»} aktion Nitrat 
frisch trocken}in Std.J in g | in g 
Blaue Lupinen, etioliert 
l4tigig. .....{f 10 — 41 11,1567] 0,8536 Jalkalisch -- 
24 , 20 _ 72 |0,7980] 0.8605 > wenig 
24 » abget6tet .] 20 _ 72 | 0.7980} 1.0280] sauer viel 
a ee — 120 71,3381] 1,5817 ]alkalisch} wenig 
30 < * atone a 120 0) 01835] sauer _ 
30 » abgetbtet. . | 20 ~: 120) 71,3381] 1,5164 » viel 
30 20 | — | 120 0 | 0.1360 » — 
Weizenkeime ....] — 10 72 11,0898] 0.8958 J alkalisch ee 
_- 10 72 0 1,4388] sauer — 
abgetétet | — 10 72 11,0898] 1,4552 > viel 
> — 10 72 0 0),4022 — 
PrefBhefe ....-.] 20 | --- 144 10,9435} 1,2721 > viel 
, 20 | — | 144 0 | 0.1960 » — 




















Hefe die Abwesenheit von Urease nachgewiesen werden. Neben 
der Versuchsportion mit Harnstoff wurde eine Kontrollportion 
ohne Harnstoff aufgesellt. Die Differenz der Gewichte der 
«Harnstofffraktionen» war fast gleich dem Gewicht des zuge- 
setzten Harnstoffs : 

Zugesetzt . . . . . 0,9435 g Harnstoff 

Unzersetzt (berechnet) 1,0761 g » 

Kin in den Versuchskélbchen aufgehiingtes rotes Lack- 

muspapier veriinderte seine Farbe in beiden Fiillen nicht: auch 
war die Reaktion der Fliissigkeit in beiden Fallen sauer ge- 


blieben. 
Da es also durch Wigung des unzersetzten Harnstofts 


nicht gelang, eine Vorstellung iiber die Gréfe der Harnstoff- 
zersetzung zu erlangen, wurde dieselbe durch Messung des 
gebildeten Ammoniaks bestimmt, wobei die schon beschriebene 
Einrichtung benititzt wurde. Die erhaltenen Resultate sind in 


der Tabelle II] zusammengestellt. 
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In den angefiihrten Versuchen kam nur Vakuumdestilla- 
tion bei 35—38° und Magnesiumoxyd zur Anwendung.!) Aus 
den Versuchen mit Weizenkeimen ersieht man, dai der Harn- 
stoff bis tber 90°/o gespalten worden war. Der erste Ver- 
such zeigt uns, dab die angewandte Methodik zuliissig war, 
da durch die Verarbeitung keine Abspaltung von Ammoniak 
aus Harnstoff bewirkt wurde. 

Zugleich sieht man auch den Unterschied im Harnstoff- 
spaltungsvermégen bei verschiedenen Pflanzenobjekten oder, 
was gleich ist, den Unterschied im Gehalte von Urease in den- 
selben. Champignons, bei denen im Argininversuch Harnstoff 
gefunden werden konnte, enthalten gerade sehr wenig Urease 
und es ist zu erwarten, daf in Champignons bei einer spe- 
ziellen Untersuchung Harnstoff entdeckt werden wird. 


V. Versuche tiber den fermentativen Harnstoffaufbau. 


Wenn die direkte Reversibilitét der enzymatischen Reak- 
tionen bis jetzt auch noch nicht erwiesen ist, so war es doch von 
Interesse, nachzupriifen, ob der theoretisch mdégliche reversible 
Harnstoffaufbau durch Urease aus Ammoncarbonat stattfindet.?) 

Die Vermutung, dai dieser reversible Prozef vielleicht 
sehr leicht stattfinden kénnte, war dadurch recht annehmbar, 


'' Es mu®B erwiihnt werden, daf die Ammoniakbestimmung in 
einem in der Tabelle nicht angefiihrtem Versuche nicht im Vakuum und 
mittels Magnesiumoxyd, sondern bei Durchblasen von ammoniakfreier 
Luft unter Erwairmen auf dem Wasserbade mittels Baryumcarbonat aus- 
vefiihrt wurde. Jedoch ergaben sich noch nach 20stiindiger Destillation 
betriichtliche Mengen von Ammoniak. In einem anderen auch nicht ange- 
fiihrten Versuche wurde zuerst versucht, das Ammoniak mittels Baryum- 
carbonat im Vakuum in Freiheit zu setzen; dieses gelang jedoch nicht, 
da durch spiteren Zusatz von Magnesiumoxyd in kurzer Zeit mehr 
Ammoniak gefunden wurde als bei vorausgegangenem viel langerem 
Destillieren mit BaCO,. Daraus kann man ersehen, dafi Baryumcarbonat 
bei diesen Ammoniakbestimmungen nicht anwendbar ist. 

*) Bekanntlich wurde bei der von Croft Hill (Journ. Chem. Society, 
Bd. 73, S. 634 [1898]; Ber. chem. Ges., Bd. 34, S. 1380 [1901]; Proc. 
Chem. Soc., Bd. 19, S. 99 [1901]; Bd. 17., S. 184 [1901]) nachgewiesenen 
fermentativen Synthese nicht das Ausgangsprodukt Maltose, sondern die 
isomere Isomaltose synthetisch gebildet. 
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dafi in dem kéuflichen Ammoncarbonat der erste Teil der 
Reaktion 

NH,OCOONH, ~-? NH,OCONH, =~? NH,CONH, 
schon da ist und somit nur der zweite Teil derselben in Frage 
kommt. 

Bekanntlich findet im tierischen Organismus ein Uber- 
gang von Ammoniumcarbonat in Harnstoff statt') und es wiire 
nach den Durchleitungsversuchen von W. v. Schroeder?) 
denkbar, daB es gelingen kénnte, diesen Prozefi auf eine rever- 
sible Fermentwirkung zurtickzufiihren. 

Es mubte aber mit der Méglichkeit gerechnet werden, 
daB nur ein kleiner Teil von Ammoncarbonat in Harnstolf bei 
Einwirkung von Urease tibergeht, denn da ein sehr weitgehender 
Harnstoffabbau nachgewiesen wurde, konnte das Gleichgewicht 
mehr nach Ammoncarbonat verschoben angenommen werden. 

Die beziiglichen Versuche sind in der Tabelle IV ange- 
fihrt. In den «Harnstofffraktionen», die nach dem schon be- 
schriebenen Verfahren erhalten wurden, konnte kein Harnstoff 
als salpetersaures Salz nachgewiesen werden, wenn auch in 
zwei Versuchen die Menge des zugesetzten Ammoncarbonats 
so grobh war, dafi der Harnstoffnachweis sicher sein mubte. 

Ein Riickgang des Prozesses, d. h. die Spaltung des syn- 
thetisch gebildeten Harnstoffs wiihrend der Destillation durch 
die vorhandene Urease, wurde vermieden, indem das 2!/2fache 
Volumen Alkohol vor der Destillation zugesetzt und dadurch die 
Fermentreaktion gehemmt wurde. 


Tabelle IV. 





G - Ammon- Ver- Stickstoff Stickstoff ecm 1/9-n- Dauer der Proben 
carbonat ‘im zuge- . Natron.  Vakuum- ; 
suchs- et Mla , f 
suchs setzten | . destil- auf 


lauge, ent- 


Objekt | wicht | zuge- 


| setzt dauer| Salze gefunden lation Harn- 


sprechend 


ing ing inStd. ing | in g (dem NH, jn Std. stoff 





in| =~ 149 | 01399 01443 102.8 15 0 
’ | 25 | 3,01 315 | — a | i a vi 

keime 4 . 7 | 
| 20 oo 159 | 0,3641 | 0.38831) 272.9 122 | O 


') Hammarsten, Lehrb. d. physiol. Chem., 1910, S. 648. 
*) Archiv f. exper. Pathol. u. Pharm., Bd. 15. 
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VI. Ammoniakabspaltung bei Argininabbau. 


Um das Ausmabh der Desamidierung bei Argininabbau 
durch sukzessive Einwirkung von Arginase und Urease zu_ be- 
stimmen, wurden zwei Versuche ausgefiihrt, die in der Tabelle V 
zusammengestellt sind. Dabei wurden viel geringere Ammoniak- 
mengen gefunden, als nach der Menge des zuriickgewonnenen 
Arginins (als Pikrat) und nach den schon beschriebenen Ver- 
suchen mit Harnstoff zu erwarten war. Diese Tatsache des 
Zuriickhaltens des Ammoniaks konnte keine Erklarung finden. 


Tabelle V. 


























Yer") Arginincarbonat | ATE Stickstoff in g Am- 7” 
Ge- fsuchs- nin- xa moniak- cuum-} ! 
in g — N . _ ; 
— In g car- Ides zer- der | als Am- Bl Harn-|destil-|NaQ| 
Objekt pwieht) | bonat}setzten Harn- — oniak | Arginin [lation 
in 2- es Argi- | stoff- | monk stoff : 
zZuge- ‘ Zer- Zer- .© ent- In 
e i or ) > ™ " 
in g | Stun- riick- setzt nel 7 standen Stun-] dem 
‘abe % ats ‘ar- aes- — stimmt] ' 
den | Selzl gew. setzt in 9/9 | bonats selben in g den | NH 





10 | 117 [0.4843 0,0808 0,4035]83.32]0.1104 0,0552 0,0484 | 0.0285] 0 9 134,50 
— 0.0199 —- 9 [l4ét 
00154) 4 g |o515 


W eizen 
keime 10 
10 | TLL 0.4558 0.1274 0.3284 


114] O — — | — — 


2.05]0.0898 0.0449 0.0353 f 


























ae | 


Das Zurtickbleiben des Ammoniaks im Destillationskolben 
wegen ungentigend langer Destillation ist véllig ausgeschlossen, 
da in den letzten Stunden bei frischer Saurevorlage und neuem 
Zusatz von Magnesiumoxyd stets nur ganz minimale, im Bereich 
der Fehlergrenzen der Bestimmung liegende Mengen von Am- 
moniak gefunden wurden. 

VII. Versuch mit Guanidin. 

Wenn auch in Pflanzen die Spaltung des Arginins in 
Qrnithin und Harnstoff erwiesen wurde, so war die erhaltene 
Menge des Ornithins doch kleiner, als die theoretisch erwartete. 
Da die weitere Spaltung des Ornithins in den Versuchen un- 
wahrscheinlich war, so mufte an einen nebenbei anders ver- 
laufenden Argininabbau gedacht werden. 

Guanidin konnte, wie schon angegeben, in keinem der 
Versuche erhalten werden. Es war nun die Frage zu ent- 
scheiden, ob nicht das gebildete Guanidin gespalten worden 














NaQH 
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war; nach den schon friiher gemachten Literaturangaben war 
es jedoch nicht wahrscheinlich. 

Ein Versuch mit Weizenkeimen und zugesetztem Guanidin- 
carbonat bestiitigte diese Angaben (s. Tabelle V1). 

Das Guanidin wurde nicht gespalten und es konnte daher, 
wenigstens in den in den Versuchen eingehaltenen Bedingungen, 
aus Arginin nicht gebildet worden sein. Auf bernsteinsiure 
wurde in letzteren Versuchen gar nicht gepriift, da der quali- 
tative Nachweis nichts aussagen konnte, der quantitative jedoch 
nicht sicher ist. 

Tabelle VI. 





























— ——— a ————————————————————————— eee 
‘ Ver- | Guanidin- Am- — fecm '/10-n-| Harn- | Vacuum- 
" i carbonat | moniak- | NaOH | stoff | destilla- 
aqauer . " , 
Objekt Jwicht] In g stickstoft ent- nach- tion 
: in io ) = 
gefunden |sprechend] ge- in Stun- 
— otun- | zuge- zer- | ° . d NH 
= Co , "1eSse » 
den ees eee" in g em NH,}wiesen}| den 
, 9 | ri ( 2 
Weizen-| 10 | 63 10,5099. O 0,0119 8,50 0 y 
keime | 10 64.5 0 _— 0.0129 9 20) — 8.5 























VII. Versuche zum Nachweis von Agmatin in Pflanzen. 

Das Agmatin konnte in den beschriebenen Versuchen bei 
Argininabbau nicht nachgewiesen werden. 

F. Kutscher fand es, wie schon mitgeteilt wurde, in 
Mutterkorn. Um seine Anwesenheit auch in anderen Pflanzen- 
objekten nachzupriifen, wurden folgende zwei Versuche an- 
gestellt. 

Um zugleich die Frage zu entscheiden, ob schon im Eiweil)- 
molekiil selbst in gewissen Fallen die Arginingruppe durch 
Agmatin vertreten ist, d. h. ob das Agmatin unmittelbar als 
Eiweifspaltungsprodukt auftritt, wurde ein Spaltungsversuch 
mit Weizenkeimen vorgenommen. 

1250 g Weizenkeime wurden in der fiir Eiweibkorper 
iiblichen Art mit 33° oiger Schwefelsiiure gespalten. Doch konnte 
in der Argininfraktion nur viel Arginin (identifiziert als Pikrat., 
Zersetzungspunkt 207,5°), jedoch kein Agmatin nachgewiesen 
werden. 
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Es war somit weder freies, noch im Eiweif als einer 
seiner Bausteine gebundenes Agmatin in Weizenkeimen vor- 
handen. 

Der zweite Versuch, der mit Hefe angestellt wurde, 
sollte entscheiden, ob nicht bei Autolyse derselben Agmatin 
entstehe. 

2,5 kg PreBhefe (Weinhefe, kaufliche Verbandshefe) 


2) 


wurden mit 4 | Wasser unter Chloroform- und Toluolzusatz 
angeriihrt und im Brutofen einer 25tiigigen Autolyse tber- 
lassen. Wéihrend dieser Autolyse wurde der groBte Teil der 
Hefe aufgelést. Der ungeléste Teil wurde abgetrennt, noch 
einmal mit etwas Wasser digeriert und die gesamten F'llissig- 
keitsmengen nach einiger Klérung mit Kieselgur nach der 
liblichen Weise durch Phosphorwolframsaure gefillt und ver- 
arbeitet. 

In der verhiiltnismaBig sehr kleinen Argininfraktion wurde 
ebenfalls kein Agmatin gefunden. 


Zum Schlusse erlaube ich mir, Herrn Geheimrat Prof. 
Dr. A. Kossel fiir die Teilnahme und das Interesse bei der 
Ausfiihrung der Arbeit meinen besten Dank auszusprechen. 























Uber Proteolyse in der Thymus des Kalbes. 


Von 
Nils J. Rhodin. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institute in Upsala.) 
(Der Redaktion zugegangen am 21. August 1911.) 


Proteolytische Wirkungen in der Thymus sind friiher von 
Kutscher!) und Jones?) beobachtet worden, welche nach 
laingerer Autolyse die Spaltungsprodukte analysierten. Hedin®*) 
fand, dai die Thymus in saurer Fliissigkeit eine weitaus stirkere 
Autolyse erfaihrt als in alkalischer. Bei Versuchen mit anderen 
Organen vom Rind hat sich dieses Verhiiltnis als vorherrschend 
erwiesen (Biondi*) an der Leber, Hedin u. Rowland) an 
der Milz u. a. Organen). Ferner hat es sich gezeigt, da mit 
Siiure vorbehandelte Organe mit Alkali eine kriiftigere Proteo- 
lyse bewirken als mit Alkali vorbehandelte (Hedin).5) Dies 
gilt auch fiir Milz, Thymus, Leber, Nieren, Testis, Muskeln 
und wahrscheinlich fiir alle Organe. Was die Milz anbelangt, 
so beruht dies auf dem Vorhandensein einer Substanz, welche 
in alkalischer Fliissigkeit die Proteolyse hemmt und die bei 
der Behandlung mit Siaiure zerstért wird. Auch das Blutserum 
des Rindes enthiilt eine solche hemmende Substanz, welche bei 
der Behandlung mit Séure ebenfalls ihre Wirkung einbift, und 
es ist méglich, dafi die im Blute und die in der Milz vorkom- 
menden Substanzen identisch sind, was indessen nicht be- 
wiesen ist. 


1) Diese Zeitschrift, Bd. 34, S. 114—118. 

*) Americ. Journal of Physiology Bd. 10, 5. XXIV—XXV. 
*) Festschrift fir Olof Hammarsten, VI, 8.4 u. 5. 
*) Virchows Archiv, Bd. 144, 5. 373, 1896. 

5) Festschrift fiir Olof Hammarsten, VI. 
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Proteolyse in saurer, mit CaCO, versetzter und alkalischer Fltissigkeit. 


A. 5g gemahlene Thymus wurden teils mit 20 ccm Wasser 
und etwas Calciumcarbonat teils mit 20 ccm 0,2 °/oiger Essigsiure 
versetzt; beide Proben machten dann Autolyse von 24 Stunden 
durch. ‘Toluol und Chloroform wurden als Antiseptica ange- 
wendet. Die GrdBe der Digestion wurde durch Ausfiillen mit 
25 ccm 10°/oiger Gerbsiiure bestimmt, worauf die Stickstoff- 
bestimmung an 25 cem des Filtrates (nach Kjeldahls Methode) 
gemacht wurde. Untenstehende Zahlen geben die Anzahl ccm 
'1o-n-Schwefelsiiure an, welche fiir die Bindung des gebildeten 
Ammoniaks gebraucht wurden. 











Digestion in mit CaCO, Digestion 

versetzter Flissigkeit in saurer Flissigkeit 
Versuch | 11,5 | - 44,5 
Versuch II | 9,8 | 57,6 
Versuch III | 93 | 43,2 


B. Der Versuch wurde mit siureextrahiertem Enzym (auf 
weiter unten beschriebene Weise zubereitet) wiederholt. Als Sub- 
strat wurde in einem Falle 200 cem alkalische (0,25°/o Na,CO,) 
2.5°%oige Caseinl6sung angewandt. Im anderen Falle war das 
Substrat 200 cem 2,5° 0ige Caseinlosung mit Essigsaéure auf 
0,1° 0 versetzt. In beiden Versuchen wurde 10 ccm Enzym- 
losung genommen. Bei der Analyse wurde mit 100 ccm 10°/oiger 
Gerbsiiure ausgefiillt und mit 100 cem des Filtrates die Stickstoff- 
bestimmung gemacht. Die Digestion dauerte 24 Stunden bei 37° C. 








In alkalischer Casein- 
losung 


In saurer Caseinlésung 





38.3 62 


Aus den Resultaten der Versuche A und B geht hervor, dah 
die Proteolyse in saurer Fliissigkeit bedeutend stirker ist, als in 
neutraler oder alkalischer — in voller Ubereinstimmung mit 
friiheren Beobachtungen an der Thymus und anderen Organen. 
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Vorbehandlung in saurer und neutraler Flissigkeit und darauf 
folgende Proteolyse mit Casein in alkalischer Losung. 


15 g gemahlene Thymus wurden 24 Stunden teils mit 
30 cem 0,2°/oiger Essigsiiure teils mit 30 cem Wasser, versetzt 
mit etwas CaCQ,, behandelt. Darauf wurde die mit Essigsiure be- 
handelte Probe mit CaCO, neutralisiert, und zu beiden 100 eem 
alkalische (0,25°/o Na,CO,) 2,5°/oige Caseinlésung zugesetzt, 
wonach 24 Stunden digeriert wurde. 50 ccm Gerbsiiure wurden 
zum <Ausfillen angewendet und zur Analyse wurden 100 cem 
des Filtrates benutzt. Die Ziffern unten geben die Anzahl cem 
1 /;o-n-Schwefelsiiure an, welche, um das gebildete Ammoniak 
zu binden, gebraucht werden, nachdem die Ammoniakmenge 
abgezogen worden war, die der wiéhrend der Vorbehandlung 
stattgefundenen Proteolyse entsprach. 








Nach Vorbehandlung | Nach Vorbehandlung 
mit CaCO, mit Essigsiiure 





ww 
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Sr 
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Das Resultat zeigt eine bedeutend stiirkere Enzymwir- 
kung nach der Vorbehandlung mit Saure als mit CaCQO,, analog 
mit friiheren Beobachtungen an anderen Organen. 

Im folgenden Versuche wurde Proteolyse einerseits sofort 
(ohne Vorbehandlung), anderseits nach Vorbehandlung mit CaCO, 
bezw. Essigsiiure vorgenommen. 

3 g gemahlene Thymus wurden mit 200 ccm alkalischer 
Caseinl6sung versetzt und 24 Stunden bei 37° C. gehalten. 

5 g wurden in einem Falle mit 10 cem mit CaCO, ver- 
versetztem Wasser, im anderen Falle mit 10 ccm 0,2 °/oiger 
Essigsdure bei 37° C. vorbehandelt. Nachdem die letztere Probe 
mit CaCO, neutralisiert worden, wurde zu beiden 200 cem alka- 
lische CaseinlOsung zugesetzt und 24 Stunden digeriert. Zur Ana- 
lyse wurden 100 ccm 10°/oige Gerbsiiure angewendet (ebenso 
bei allen folgenden Versuchen, wo 200 ccm Caseinlésung ver- 
wendet wurde). Bei allen drei Digestionsversuchen wurde genau 
darauf geachtet, dal} vor dem Ausfillen mit Gerbsiiure das Volu- 
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men der siimtlichen Proben das gleiche war. Von den erhaltenen 
Zahlen wurde fiir den wiihrend der Vorbehandlung gebildeten 
Stickstoff ein Abzug gemacht. 








Ohne | Nach CaCO,- | Nach Essigsiure- 
Vorbehandlung | Vorbehandlung | Vorbehandlung 
Versuch | 16,3 44,8 00,7 
. -—— -— cae | ~ 
Versuch I] 57,7 47,8 DY,4 


Aus dem Vergleich zwischen der gleich (ohne Vorbehand- 
lung) vorgenommenen Proteolyse und der nach Vorbehandlung 
mit CaCO, bezw. Essigsdure scheint hervorzugehen, dah CaCO, 
die Enzymwirkung etwas abschwiacht, wiahrend die Essigsiiure 
dieselbe begiinstigt. 

Vorbehandlung in saurer und alkalischer Losung, darauffolgende 
Proteolyse mit Casein bei alkalischer Reaktion. 

Dieselben Versuche wurden daraufhin so wiederholt, dai 

das CaCO,-Wasser durch 0,1 °/oige Na,CO,-Losung ersetzt wurde. 








Ohne Nach Vorbehandlung Nach Vorbehandlung 
Vorbehandlung mit 0,1°/o Na,CO, mit 0,2°/o Essigsiure 
32,2 24,7 | 49.6 


Vergleicht man die Grofe der Proteolyse, gleich vorge- 
pommen und nach Alkalibehandlung, so zeigt sich, dah das 
Alkali bedeutend mehr als das CaCO, hemmt. Aber die Diffe- 
renz zwischen der Digestion gleich und nach Alkalibehandlung 
ist nicht so grof, wie man nach analogen Versuchen Hedins') 
mit der Milz erwarten konnte. 

Saure- bezw. Alkalibehandlung von saureextrahierter Enzymlosung 
und darauffolgende Digestion mit Casein in alkalischer Flussigkeit. 

Das Enzymextrakt des Organes wurde auf die Weise dar- 
gestellt, daf ein Teil gemahlene Thymus mit zwei Teilen saures 
Wasser (0,2°/o Essigsiiure) versetzt wurde. Das Gemisch wurde 
einer 24 stiindigen Autolyse bei 37° C. unterworfen. Darauf 


', Festschrift fir Olof Hammarsten, VI, S. 7. 
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wurde filtriert und neutralisiert, und das Filtrat zur Entfernung 
der Spaltungsprodukte dialysiert. 

Die vorhergehenden Versuche wurden dann wiederholt. 5 g 
gemahlene Thymus wurden mit 10 ccm Enzymlésung versetzt. 























Ohne Nach Vorbehandlung Nach Vorbehandlung 
Vorbehandlung | mit 0,1°/o Alkali mit 0,2°/o Saéure 
{ 
| 48,5 35,9 53,4 


Aus unten angefiihrten Griinden (siehe Zusammenfassung 2) 
ist die hemmende Wirkung des Alkalis in diesen wie in den vor- 
hergegangenen Versuchen moglicherweise so zu erklaéren, dab 
Enzym bei der Vorbehandlung mit Alkali zum Teil zerstort 
wurde. 


Versuche mit Enzymloésungen bereitet bei saurer bezw. 
neutraler Reaktion. 


Enzym wurde einerseits wie vorher mit Siiure bereitet 
(ein Teil Thymus + zwei Teile 0,2 °/oige Essigsiure). Ander- 
seits wurde eine neutrale Infusion so bereitet, daf zu einem 
Teile gemahlene Driise zwei Teile mit CaCO, versetztes Wasser 
zugesetzt wurden, worauf das Gemisch 24 Stunden bei 37° 
gehalten wurde. Dann wurde ebenso wie bei der Bereitung 
von saurer Infusion filtriert und dialysiert. 

Die Digestionsversuche wurden so angestellt, dafi 10 ccm 
Enzymlésung 24 Stunden bei 37° C. mit 100 ccm alkalischer 
Caseinlésung hingestellt wurde. 








Saure Infusion Neutrale Infusion 
Versuch I | 27,6 22.1 
Versuch II (neue | 28,2 23,9 


Enzymbereitung) | 

Der Versuch zeigi, daB durch Extraktion mit Saure eine 
stiirker wirkende Enzymliésung als mit CaCO, erhalten wird, 
was ja nach den vorhergegangenen Versuchen, wo die Vorbe- 
handlung mit Siiure die Enzymlésung verstiirkt und CaCQ, die- 
selbe abschwiicht, zu erwarten war. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXYV, 14 
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Hemmungsversuche mit Serum und Serumalbumin an 
saureextrahiertem Enzym. 


Kolgende Versuche zeigen, wie sich das Serum als Hem- 
mungskorper bei der Proteolyse verhalt. Zu jedem Versuche 
sind 10 eem Enzymloésung, 10 cem Serum bezw. Serumalbumin 
und 100 ccm alkalische 2,5°/oige Caseinlésung (50 ccm 10° oige 
Gierbsiiure) verwendet worden. In den Versuchen ohne Serum 
wurde anstatt dessen das gleiche Volumen Wasser zugesetzt. 
Das Serum war neutralisiertes Ochsenserum. Das Serumalbu- 
min wurde in der Weise dargestellt, dai die Globuline aus 
dem Ochsenserum durch halbe Sattigung mit Am,SO, entfernt 
wurden, worauf das Serumalbumin durch vollige Sattigung mit 
demselben Salze ausgefiillt und das Salz wegdialysiert wurde. 
Um festzustellen, ob die Reihenfolge, in welcher die reagierenden 
Substanzen — Enzym, Hemmungskoérper, Substrat — mit ein- 
ander vermischt wurden, irgend welche Rolle spielt, ist in 
einem Teile der Versuche Serum bezw. Serumalbumin vor dem 
Zugeben des Caseins dem Enzym zugesetzt und bei 37° C. eine 
Stunde gehalten worden. 








Serum eine 
Stunde vor Beginn 
/der Digestion dem 
| Enzym zugesetzt 


Serum gleichzeitig 
mit Enzymlésung 
dem Casein zugesetzt 


Ohne Serum 





Versuch | 26.2 | 20.9 20,9 
Versuch Il 21 16,8 | 17, 





Serumalbumin eine Serumalbumin 
Stunde vor Beginn _ gleichzeitig mit 


Ohne Serumalbumin . | : 
der Digestion dem | Enzymlésung dem 





Enzym zugesetzt | Casein zugesetzt 
Versuch I 26,9 15,6 | 17,2 
Versuch Il 27,1 | 22,1 | 22,3 
Versuch III 21,3 | 17,5 | 18,1 


Die Versuche zeigen, daf im Serum ein Kérper vorhanden 
ist, welcher die Proteolyse hemmt, und dab dieser vom Serum 
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zusammen mit dem Serumalbumin geschieden werden kann. Die 
Reihenfolge des Zusetzens von Serum bezw. Serumalbumin ist 
offenbar ohne bedeutung. 


Behandlung des Hemmungskorpers mit Saure. 


Der Hemmungskorper wird, wie aus folgenden Versuchen 
hervorgeht, durch Behandlung mit 0,2°/oiger Essigsiiure wiih- 
rend 24 Stunden nicht zerstort. 





Mit Mit Siure + Alkali 





| 
Ohne Serum | Siiure behandeltes behandeltes 
| Serumalbumin Serumalbumin 
| | 
Versuch | 25.1 | 21,7 | 19,9 
Versuch II 27,6 20,4 21,1 


Das Verhalten, daB sowohl natives als auch mit 0,2°/oiger 
Mssigsiiure denaturiertes Serumalbumin die Proteolyse hemmt, 
und dafi die Reihenfolge des Mischens ohne Belang ist, deutet 
darauf hin, dai keinerlei irreversible Verbindung zwischen 
dem Enzym und dem Hemmungskorper gebildet wird, sondern 


nur eine reversible. Es wiirde also eine «Ablenkung» des 
Enzymes im Sinne Hedins sein. ?) 


Hemmungsversuche mit Serum bezw. Serumalbumin auf Enzym, 
welches in neutraler Flissigkeit extrahiert worden war. 
Die Versuche wurden auf die gleiche Weise wie die mit 
siureextrahiertem Enzym angestellt. 


Salen rasa 








| Serum eine Stunde Serum gleichzeitig 
| ms , * 
_vor dem Substrate | mit Enzymlésung 





| 
| Ohne Serum | | 
| dem Enzym zu- | dem Substrate zu- 
| | gesetzt | gesetzt 
Versuch I | 29.6 32,8 30,7 
| | 
r ‘6 ‘ | ‘ 
Versuch II | 30,2 32, | 31,4 


') Hedin, Uber verschiedenartige Hemmung der tryptischen Ver- 
dauung. Diese Zeitschrift, Bd. 52, S. 412. 
14* 
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‘Serumalbumin eine) Serumalbumin 


, .| Stunde vor dem gleichzeitig mit 
Ohne Serumalbumin c ee 
Substrate dem | Enzymlésung dem 


Enzym zugesetzt | Substrate zugesetzt 





to 
~~ 
ae | 


Versuch | 24.3 | 25.1 


Versuch II 28 9 30,7 


we 
— 
_ 
AY) 


Der Versuch zeigt, daB die Enzymlésung, welche durch 
Extraktion in neutraler Fliissigkeit gewonnen wird, nicht die 
Kigenschaft besitzt, durch Serum bezw. Serumalbumin in seiner 
Wirkung gehemmt zu werden. Die Ziffern deuten eher auf 
eine Begiinstigung der Enzymwirkung hin unter dem Einflub 
von Serum bezw. Serumalbumin. Die Reihenfolge des Zusatzes 
ist auch hier bedeutungslos. 


Kaolinbehandlung der Enzymlosungen. 


Versuche sind dann dartiber angestellt worden, die En- 
zymlésungen so weit als médglich von Eiweif zu befreien. 
Ich habe mir dabei die Fiahigkeit des Kaolins, Eiweif den 
LoOsungen zu entziehen, zunutze gemacht. Mit einer Sorte 
Kaolin (unbekannten Ursprungs) gelang es mir, praktisch ge- 
nommen, eine durch neutrale Infusion bereitete Enzymlisung 
von Eiweif zu befreien. Zu 100 ccm Enzymlésung wurden 
60 g Kaolin gesetzt und das Ganze genau umgeschiittelt. Das 
Kaolin wurde nach 2—3 Stunden durch Zentrifugieren und 
Filtrieren ausgeschieden. Das Filtrat, welches vollkommen 
klar und farblos war, gab mit 10°/oiger Gerbsiiure keine sofortige 
Fiillung, aber nach 24 Stunden entstand eine schwache Opales- 
cenz. Digestionsversuche wurden sogleich gemacht. 

















Kaolinbehandeltes neutral 
bereitetes Enzym 





Neutral bereitetes Enzym | 





10,4 8.7 


Da dieses Kaolin bald zu Ende war und ich kein gleich- 
artiges beschaffen konnte, miflang mir der Versuch verschie- 
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dene Male mit anderen Kaolinsorten. SchlieBlich erhielt ich 
ein Kaolin (Kahlbaum, Berlin), welches gleich wie das erst- 
genannte im Verhiltnis 60 Kaolin zu 100 Enzymlisung mit 
sroBter Leichtigkeit das Eiweif aus der Lésung abtrennte. 
Doch ging dies bei mit Saure hergestelltem Enzym leichter 
als bei mit CaCO, bereitetem, was zu erwarten war, da_ bei 
der neutralen oder schwach alkalischen Infusion mehr Eiweil} 
in LOsung geht als bei der sauren. 











Sdurebereitetes,. kKaolin- 


Sdurebereitetes Enzym heohandeltes Reem 





12,2 | 8,8 


Aus den Digestionsversuchen geht hervor, dai das Ka- 
olin gleichzeitig mit dem Eiweif nur einen Teil des Enzymes 
mit adsorbiert. 


Zusammenfassung. 


Aus meinen Versuchen geht folgendes hervor: 

I. Direkte Proteolyse in saurer Fliissigkeit ist bedeutend 
stiirker als in alkalischer und neutraler in voller Ubereinstim- 
mung mit friiheren Beobachtungen. Dasselbe gilt auch fiir aus 
Infusion des Organs dargestellte Enzymlésungen. 

II. Nach Vorbehandlung mit Alkalien oder CaCO, wird 
eine schwiichere Proteolyse in alkalischer LOsung erhalten als 
nach Vorbehandlung mit Saéure. Ob das auf Zerst6rung von 
Knzym bei der Vorbehandlung mit Alkalien oder CaCO, be- 
ruht oder ob es wie bei Versuchen mit Milz (Hedin) dadurch 
erklart werden kann, dafi eine hemmende Substanz bei der 
Vorbehandlung mit Séure zerst6rt wird, mul dahingestellt 
bleiben. Irgend welche hemmende Substanz ist nicht in der 
Thymusdriise nachgewiesen worden, und in diesem Falle ent- 
hilt das Blut auch keine durch Séiure zerlegbare hemmende 
Substanz, wie es bei der Milz der Fall war. Uberhaupt 
scheinen die proteolytischen Enzyme in der Milz und die in 
der Thymus von verschiedener Art zu sein — was bereits 
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auf Grund der Verschiedenartigkeit zwischen deren gewebe- 
hildenden Elementen zu erwarten war. 

Ill. Dureh Infusion des Organes mit 0,2°/oiger Essig- 
siiure dargestelltes Enzym wird durch Ochsenserum schwach 
gehemmt (Ablenkung). Durch neutrale Infusion (CaCQ,) er- 
haltenes Enzym wird nicht gehemmt. 

IV. Kaolin in Mengen, die das Eiweif vollstiindig nieder- 
reiBen, nimmt neutral bezw. siiurebereitetes Enzym entweder 
nicht oder nur zum Teile auf. 
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Die Kreatininausscheidung beim Menschen unter dem EinflufB 
von Muskeltonus. 
Nach Versuchen von Herrn med. stud. J. Harkink. 
Von 


C. A. Pekelharing. 


Mit einer Abbildung im Text. 


(Der Redaktion zugegangen am 3, September 1911.) 


In den willkiirlichen Muskeln der Wirbeltiere nimmt, wie 
van Hoogenhuyze und ich nachgewiesen haben,') beim 
Tonus der Gehalt an Kreatin zu, wahrend das bei der schnellen 
Kontraktion, bei der gewohnlichen Muskelarbeit, nicht der Fall 
ist. Man muf also erwarten, daB wiihrend des Tonus die Mus- 
keln dem Blut mehr Kreatin abgeben werden. Nach unseren 
friiher mitgeteilten Untersuchungen?) wird in den Kreislauf ge- 
langtes Kreatin teilweise weiter zersetzt, teilweise auch als 
Kreatinin von den Nieren aus dem Korper entfernt. Dann mub 
also auch unter dem Einflu{8 von Muskeltonus die mit dem 
Harn ausgeschiedene Kreatininmenge zunehmen. 

Mit dieser Auffassung in Ubereinstimmung sind die Be- 
obachtungen von van Hoogenhuyze und Verploegh in 
bezug auf die Ausscheidung von Kreatinin am Tag und wiihrend 
der Nacht. RegelmifSig wurde in ihren Versuchsreihen in der 
Nacht weniger Kreatinin pro Stunde ausgeschieden als am Tag, 
wenn fortwihrend allerhand Muskeln dann in mehr, dann 
wieder in weniger kraftigem Tonus sich befinden.*) Auch bei 
alten Leuten und bei an ausgedehnten Lahmungen leidenden 
Kranken wurde eine geringere Kreatininausscheidung gefunden 
als bei normalen, kriiftigen Menschen. 

Diese Befunde geniigen aber nicht zum Beweis, dah die 


') Diese Zeitschrift, Bd. 64, S. 262. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 69, S. 395. 

8) C. A. Pekelharing, Der Eiweifiverbrauch im Tierkérper, Zen- 
tralbi. f. d. ges. Physiol. u. Pathol. d. Stoffwechsels. 1909, Nr. 8, Anm. 22. 
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genannten Schwankungen der Kreatininausscheidung sicher von 
Anderungen des Muskeltonus verursacht erachtet werden diirfen. 
Man ist doch zu der Annahme berechtigt, dai Kreatin, wenn 
auch die Muskeln an der Bildung dieses Stoffes den gréften 
Anteil nehmen, auch in allerhand anderen Organen entsteht. 
Bei schlafenden und ebenso bei durch Alter oder durch andere 
Ursachen geschwiichten Menschen ist der Stoffwechsel nicht 
nur in den Muskeln, sondern auch in anderen Organen niedrig 
gestellt. Es wiire mdglich, dai unter diesen Verhiiltnissen die 
verringerte Kreatininausscheidung nicht ganz, vielleicht sogar 
nicht in erster Linie, den Muskeln, sondern der geschwiichten 
Wirkung anderer Organe zugeschrieben werden mite. 

Ks kam mir deshalb wiinschenswert vor, zu untersuchen, 
ob absichtlich verstiirkter Muskeltonus Vermehrung der Krea- 
tininausscheidung zur Folge hat. 

Die Frage konnte selbstverstandlich nur bei Vertebraten 
in Angriff genommen werden, da bei Wirbellosen Kreatin nicht 
gefunden wird. Es ist aber nicht wohl moéglich, bei Tieren einen 
lang anhaltenden Tonus in zahlreichen Muskeln zugleich her- 
vorzurufen, ohne dadurch auch andere, unberechenbare St6- 
rungen im Stolfwechsel zu verursachen; beim Menschen ist das 
dagegen sehr wohl ausfiihrbar. Ich habe deshalb Herrn Har- 
kink, der sich durch fleibige und genaue Arbeit im Labora- 
torium ausgezeichnet hatte, vorgeschlagen, eine Reihe von 
Selbstversuchen in dieser Richtung anzustellen, welchem Vor- 
sechlag Herr Harkink mit vélliger Hingebung Folge geleistet hat. 

Der Arbeitsplan war sehr einfach. Bei ganz regelmabiger 
Lebensweise, wobei der grote Teil des Tages mit wenig Mus- 
kelanstrengung fordernder Arbeit im Laboratorium zugebracht 
wurde, gebrauchte H. tiglich die gleiche kreatin- und krea- 
tininfreie Nahrung. An einzelnen Tagen wurden die Rumpf- 
und Extremitiitenmuskeln, durch Annehmen der sogenannten 
«strammen Haltung», jedesmal wihrend vier Stunden, in még- 
lichst kriiftige Spannung versetzt. Dann mufte untersucht 
werden, ob dieser vermehrte Muskeltonus zu einer vermehrten 
Kreatininausscheidung Veranlassung gab. 

Der Versuch dauerte vom 20. Juni bis 20. Juli. 
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Die tiigliche Nahrung war folgende: 

Morgens 8!/2 Uhr: 200 g Weizenbrot, 20 g Butter, 50 ¢ 
Kise und 400 cem Milch. 

Mittags 12'/2 Uhr: 350 g Kartoffeln, 50g Reis, 100 ¢ 
Zucker, 20 g}Butter, 300 cem Milch und 300 cem Wasser. 

Abends 7 Uhr: 150 g Weizenbrot, 50 g Kiise, 20 g Butter 
und 300%cem Milch. 

Im tbrigen wurde den ganzen Tag nichts gegessen oder 
getrunken. 

Der Harn wurde vom 20. Juni bis 5. Juli in 3 Portionen 
gesammelt: von 8—3 Uhr, von 3—10 Uhr und von 10—8 Uhr; 
vom 6. Juli bis 19. Juli wurde die Morgenperiode geteilt in 
eine von 8—-12 Uhr und eine von 12—3 Uhr. 

Von jeder Portion wurde der Kreatingehalt in der be- 
kannten Weise mit dem Kolorimeter von van Hoogenhuyze 
und Verploegh bestimmt, erst im unveriinderten Harn, dann 
nachdem der Harn eine halbe Stunde mit 2 Volumen Normal- 
HCl auf 115° C. erhitzt worden war. Der N-Gehalt wurde nach 
Kjeldahl bestimmt. 

An 6 Tagen, 30. Juni, 3. Juli, 6. Juli, 9. Juli. 15. Juli 
und 18. Juli, wurden, jedesmal morgens von 8—12 Uhr, die 
Korpermuskeln moglichst stark gespannt gehalten. Zur Ver- 
gleichung mit dem Einfluf von Muskelarbeit wurde am 12. Juli 
von 8—12 Uhr ein Marsch von 20 km gemacht. 

Das K6rpergewicht betrug am 20. Juni 72,5; 29. Juni 73; 
10. Juli 71,7 und 20. Juli 72 kg. 

Die Ergebnisse findet man in der Tabelle. 

Man sieht daraus, daf tatsichlich die Kreatininausscheidung 
unter dem Einflu{B des Tonus erhéht worden ist, wahrend in 
Einklang mit den Beobachtungen von van Hoogenhuyze und 
Verploegh mechanische Arbeitsleistung —- 4 Stunden zu Fub 
gehen, gegentiber 4stiindigem Tonus, welcher zwar so viel wie 
moglich war, dennoch nicht unaufhoérlich angehalten wurde — 
keine auferhalb der gewodhnlichen tiaglichen Schwankungen 
fallende Anderung der Kreatininausscheidung zur Folge hatte. 

Kreatin wurde neben dem Kreatinin niemals im Harn 
gefunden. 
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Kreatinin Krea- } Stick- 
. | Harn in g Stickstoff | tinin | stoff 
Tag | Periode em ; — pro pro 
abled vor Erhitzen nach Erhitzen _— StundelStunde 
mit Salzsdéure mit Salzsiiure in mg] in mg 
Juni | 8—3 ed 0,442) 0,426 2.880" 60.3 | 411 
a1) 3—10 1346) 836] 0.4611) 1,361 0,456 | 1,344 | 3,924 10,455} 65,9 | 561 
~~ 110—8 2336; | 0).4 78| 0.462 | 3051] 47,8 | 365 
K—3 2gr | 0.450 | 0,477) 4,088 64,3 | 584 
21. | 3—10 1372! 945] 0.5021 1.489 0.506) 1,490 | 4.687 7 13,161] 71.7 | 670 
10—8 281 | 0.537 0,507 4386 | 53.7 | 4389 
8—3 266 0,438 | 0,438 3.668) | 62.6] 524 
22, | 3—10 [498 11079) 0.511 51,504 0,500} 1,474 15,891 7) 14,123] 73,0 [| 842 
10—8 3ta\ 0.55 | | 0.536) 4 5644 5d, | 456 
8—3 so 0,388 ) 0,397 | me | 8326 | 54,7 | 475 - 
23 | 3—10 1420 1058) 0.532 '1,514 0.53341,512 15,410'13,500] 76,0 | 773 
10—8& net 0.599 | 0.582 | 4.7641 59.5 | 476 
8—3 377 | 0,483 0,476 4,196) _ 69,0 | 599 
24. | 3—10 1438 1120) 0,479' 1,531 0,476 41,516 | 4,660 $13,275] 68,4 | 666 
1(0O—S8 [3 15 | 0 569] 0), 564) 4.419 56,9 442 
8—3 326) 0, 42) 0,4: 34) 3,514 7 63,1 | 502 
25. | 83—10 1427 '1087] 0.536 51,523 0.532'1,503 | 4,513 }12,025]) 76,6 | 645 
10—8 [334 | 0.545 | 0,537 | 3.998 | 54,5 | 400 
8—3 857 | 0,450 0,453 3.449 | 64,3 | 493- 
26. 1 3—10 [448 1035) 0,483 $1,445  0,490!1,452 | 4.955 112,027] 69,0 | 768 
10—S8 4250 | 0.512 | 0.509 3.62% 51,2 362 
%—3 357 ) 0,479) 0,482 ] 4,059) 68.4 | 580° 
27 3—10 1330! 951] 0.448 '1,487 0,443 71,471 | 3,699) 11,758] 64,0 | 528 
10—8 264 | (),; 560 | 0.546 4,000 56,0 | 400 
s—3 218) oe), 0,456 ) 13.209 63,9 | 458 
8 | 3-10 1375! 955) 0,488 $1,526 0,493) 1,550 | 4,725 | 13,154] 69,7 | 675 
10—8 5632 | 0.591 (" 0,601 | ne ia 591A 522 
8—3 278 0, 387 | 0,390 2 nee) “| 55,3 | 428 — 
29, | 3—10 [50411119] 0,518 11,481 0,520 11,475 | 4,477 , 12,312) 74,0 | 640 
{0O—8 4337 0.576 | 065) 4.8: 38) 57,6 | 484 
s—3 296 | 0.456 | 451 3,481 65,1 | 497 
30. | 3—10 1603 12341 0,492'1.573 0,497 11,562 | 5.3181 13,465] 70,3 | 760 |Tonus 
10—& [335 0, 625 | 0.614 4.666] 62.5 | 467 
may | 88 io _ 0,450 3,844 ty 65,1 | 549 7 
3—10 [432 11142] 0.4571 1,454 | 0,458 71,455 | 4,748 | 14,052] 65,3 | 678 
L. 10O—S [3S asf 0.541 | 0.547 | dD, 160 | 54,1 | 546 
8—3 |28: ile 0,429 | 0,414) 3.546) 61,3 | 507 
2 8—10 1508 1316) 0.478 ' 1.444 0.483 71434 16.401 | 14,798] 68.3 | 914 
10—8 [525 0.537 | 0.537] 4.851 | 53.7 485 
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Kreatinin Krea-}| Stick- 
Harn in g Stickstoff tinin | stoff 
Periode or — pro pro 
vor Erhitzen nach Erhitzen StundelStunde 
in ccm ae - a in g 
mit Salzsiiure mit Salzsiéiure in mg} in mg 
ali] 8—3 | signal 0,501 deine 71.3] 581 
9 » 40 1427 11271 0.482'1.612 0.483 '1.610 14.960! 13.916} 68.9 | 709 | Tonus 
10—8 346)| 0.631 | 0,626 | 4.992 | 63.3 489 
S—3 241 | 0.442 | 0.438 | 3.976 | 63,1 511 
© | 3—10 18583 9544 0.459'1.548 0,46271,542 | 4.836 | 14,326) 65,6 | 691 
10—8 [358 | 0.647 | 0,642 5.914 64,7 | O91 
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Fortsetzung. 
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Zur Erleichterung der Ubersicht ist in beistehender Figur 
die totale Kreatininausscheidung an jedem Tag fiir die ganze 
Versuchsreihe angegeben. 

Die Vermehrung 
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sich aber schon bald. 
In der Tabelle ist die 
Kreatininmenge, welche 
in den einzelnen Perioden im Mittel pro Stunde ausgeschieden 
wurde, angegeben. An den 4 Tonustagen, an welchen der Harn 
von 8—12 und von 12—3 Uhr gesondert gesammelt wurde, be- 
trug diese Menge: 


mg mg 
6. Juli 8—12 Uhr (withrend des Tonus) 51,7, 12—-3 Uhr 82 
9. » > ; » » >» = 48 » BD 
15. » 2 : » 52,5, » »  9D.6 
18. » » ! » » dd » 718 


wiihrend vom 6.—19. Juli, an den andern Tagen im Mittel in 
der ersten Periode 60,6, in der zweiten 75,6 mg Kreatinin pro 
Stunde ausgeschieden wurde. 

Am Tag des Marsches wurde in der ersten Periode mehr 
Harn (235 ccm) als gewohnlich ausgeschieden und damit mehr 
Kreatinin (74,3 mg pro Stunde), tibrigens blieb aber an diesem 
Tag die Kreatininmenge innerhalb der gewOhnlichen Grenzen. 








214 C. A. Pekelharing, 


Ebenso wie in den Versuchsreihen von van Hoogen- 
huyze und Verploegh wurde auch hier die mittlere Krea- 
tininausscheidung pro Stunde wihrend der Nacht geringer 
gefunden als am Tag. Auch in der ersten Periode, von 8 bis 
12 Uhr, war sie noch niedrig, stieg dann aber von 12—3 Uhr 
merkbar an. Fiir die ganze Versuchsreihe, die Tonustage nicht 
mitgerechnet, betrug die stiindliche Ausscheidung : 

von 8—3 Uhr im Mittel 65,6 mg 
» 38-10 » » » 67,6 » 
10—8 » » » odO7,7 » 

Zweifelsohne ist ein betrachtlicher Teil des beim Muskel- 
tonus gebildeten und in den Kreislauf gelangten Kreatins nicht 
in Kreatinin veriindert und als solches ausgeschieden, sondern 
weiter zersetzt worden. Das geht aber aus der Totalmenge 
des ausgeschiedenen Stickstoffes nicht hervor, dessen Betrag, 
auch bei der gleichmiéSigen Nahrung und der regelmabigen 
Lebensweise, Schwankungen, welche von zahlreichen, unbe- 
rechenbaren Ursachen abhiingig sind, unterworfen ist. Im Ver- 
hiiltnis zu den stickstoffhaltigen Harnbestandteilen anderer Her- 
kunft nehmen die Zersetzungsprodukte des Kreatins nur eine 
untergeordnete Stelle ein. Wie aus der Tabelle hervorgeht, 
wurde tiiglich etwa 1,5 g Kreatinin ausgeschieden, etwas mehr 
als 0,5 g Stickstoff entsprechend, also ein kleiner Teil der ganzen 
tiiglich im Harn gefundenen Stickstoffmenge, welche etwa 13 g 
betrug. Die Vermehrung der Kreatinbildung beim absichtlich 
hervorgerufenen onus kann also, dem vom im Verdauungs- 
apparat zerlegten und dann desamidierten Eiweif herriihrenden 
Stickstolf gegeniiber, sicher keinen hervorragenden Einflub haben, 
wenn man auch annehmen muf, dai das von den Nieren aus- 
geschiedene Kreatinin nur einem Teil dieses Kreatins entspricht. 
Dennoch ist es bemerkenswert, dafi beim Vergleichen der 
mittleren Kreatinin- und N-Ausscheidung pro Stunde es sich 
herausstellt, daB das Verhiiltnis der N- zu der Kreatininmenge 
an den Tonustagen in der Periode von 3—10 Uhr am hochsten 
ist, nachdem die Kreatininausscheidung in der daran voran- 
gehenden Periode von 3—10 Uhr ihr Maximum erreicht hat. 


Die Zahlen sind folgende: 
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8—12 Uhr (6.—19. Juli): 
Tonustage 51,8 mg Kr., 375 mg N, N: Kr. 7 
iibrige Tage 60,6 » » 483 » N,N: Kr. 7,9. 
12—3 Uhr (6.—19. Juli): 

Tonustage 85,1 mg Kr., 752 mg N, N: Kr. 8,8 
librige Tage 75,6 » » 720 » N,N: Kr. 9,5. 
3—10 Uhr (20. Juni bis 20. Juli): 
Tonustage 71,4 mg Kr., 721 mg N, N: Kr. 10,1 
iibrige Tage 67,6 » » 655 » N,N: Kr. 9,7. 
10—8 Uhr (20. Juni bis 20. Juli): 
Tonustage 64,7 mg Kr., 505 mg N, N: Kr. 7,8 

07,7 » » 478 » N,N: Kr. 8,3. 


librige Tage 5 

Die hier mitgeteilten Beobachtungen bestiitigen also den 
aus dem Kreatingehalt von Vertebratenmuskeln gezogenen SchluB, 
dafi beim Muskeltonus ein ganz anderer Chemismus im Spiel 
ist als bei der Muskelkontraktion. Im ersteren Fall wird ein 
stickstoffhaltiges Stoffwechselprodukt, Kreatin, gebildet, wahrend 
im zweiten stickstofffreie Stoffe verbraucht werden. 

Bei der mechanischen Arbeitsleistung spielt der Tonus 
eine um so gréfsere Rolle, je nachdem die Bewegungen mit 
grOBerer Sorgfalt beherrscht werden. Die Vermutung scheint 
also berechtigt, dai Muskelarbeit eine merkbare Vermehrung 
der Stickstoffausscheidung verursachen wird, wenn nicht nur 
kraftige Kontraktionen ausgelést, sondern auch die bewegungen 
durch tonische Zusammenziehung der Antagonisten, wie das 
bei athletischen Leistungen vielfach stattfindet, mit grober Ge- 
nauigkeit bestimmt werden. 








Uber die Fermente der Leukocyten. 
Von 


M. Tschernoruzki. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des Kaiser]. Institutes fiir experimentelle Medizin 
in St. Petersburg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 3. September.) 


Die Fragen tiber die fermentative Energie der Leukocyten 
sind zurzeit noch fast gar nicht aufgeklart. In dem Lehrbuch 
von Oppenheimer(?) finden wir z. B. nur tiber die Leuko- 
protease nihere Angaben, bei den anderen Fermenten wird 
nur im allgemeinen auf die Wahrscheinlichkeit ihres eventuellen 
Vorhandenseins oder Nichtvorhandenseins in den Leukocyten 
hingewiesen. (?) 

Indessen sind aber diese Fragen von ungeheurem Inter- 
esse, elnerseits wegen der wichtigen Rolle, welche die Leuko- 
cyten im Leben, sowohl des normalen, wie des kranken Or- 
ganismus spielen, und anderseits wegen der Bedeutung, welche 
den fermentativen Prozessen augenscheinlich bei den vielseitigen 
Funktionen der Leukocyten zukommt. So tritt z. B. in den letzten 
Jahren, dank den Arbeiten von Metalnikoff,(*) Bergell,(*) 
Fiessinger und Marie(5) die interessante Rolle der Lipase 
bei der tuberkulésen Infektion hervor, ebenso wie die inter- 
essante Tatsache, dafi die Lipase nur in den Elementen des 
lymphatischen Systems gefunden wird. 

Als Ausgangsmaterial fiir die Untersuchungen der fermen- 
tativen Funktionen der Leukocyten dienten bis jetzt fast aus- 
schlieflich derartig komplizierte Substrate, wie Eiter, Exsudate, 
leukiimisches Blut und verschiedene Organe (Lymphdriisen, 
Milz, Knochenmark). Nur Mancini(®) benutzte isolierte, vom 
Pferde gewonnene Leukocyten. 

In der vorliegenden Arbeit, welche ich auf Anregung und 
unter der Leitung von Frau Dr. Sieber-Schumowa austfuhrte, 
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untersuchte ich isolierte Leukocyten vom Hunde auf ihren Ge- 
halt an eimigen Fermenten. Zu diesem Zwecke wiihlte ich 
gerade Hunde, weil diese augenscheinlich, den EKigenschaften 
ihrer Leukocyten nach, dem Menschen niiher stehen, als alle 
anderen Tiere mit Ausnahme des Affen; wie bekannt besitzen 
nur Mensch, Affe und Hund Leukocyten mit echten neutro- 
philen Granula und nur hier erscheinen die polynukleiiren Leu- 
kocyten als Trager des proteolytischen Fermentes. ') 

Meine Untersuchungen wurden an vier vollkommen ge- 
sunden Hunden angestellt; nur der Hund Nr. 1 unterschied sich 
von den anderen dadurch, daf ihm im Verlauf von 5 Monaten 
60,4 g reines Natr. nucleinicum (Merck) in allmihlich ansteigen- 
den Dosen intraperitoneal eingefiihrt worden waren, wobei die 
letzte Injektion zu 18,15 g drei Tage vor dem Tode des Tieres 
(durch Verblutung) stattfand. 

Um die Leukocyten rein und in gréberer Menge darzu- 
stellen, bediente ich mich des Klingschen Verfahrens mit einer 
kleinen Modifikation.(7) Den Hunden wurde ein positiv chemo- 
taktisch wirkendes, selbstverstiindlich vorher sterilisiertes Ge- 
menge von Aleuronat mit Weizen- und Kartoffelmehl in die 
Pleurahéhle eingefiihrt; die von mir dabei beobachteten ‘Tat- 
sachen allgemeinen Charakters erlaube ich mir an dieser Stelle 
kurz anzuftihren. 

Alle Hunde reagierten schon nach Ablauf von3 — 4 Stunden 
nach der Injektion mit Temperaturerhodhung (bis zu 40° C.) 
und deutlicher Stérung des Allgemeinbefindens: die vorher 
munteren und gesunden Hunde wurden apathisch, matt, rea- 
gierten fast gar nicht auf die Umgebung (sogar auf Schmerz- 
empfindungen erfolgte fast keine Reaktion), sie verloren den 
Appetit und machten tiberhaupt einen schwerkranken Eindruck. 
Im Blute der Tiere wurde wiihrend dieser Zeit Hypoleukocytose 
konstatiert, wobei die Leukocytenzahl sich, im Vergleich mit 
dem Befund vor der Injektion, um 2000—4000 Leukocyten 
verminderte. Am nachsten Tage war das Befinden ein wenig 
besser, wenn auch noch stark alteriert; Temperatur gegen 39,0 

) Ubrigens fand Mancini (loc. cit.) in den Leukocyten des Pferdes 
ein proteolytisches Zymogen. 
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bis 39,5° C.: im Blute immer noch Hypoleukocytose nachweisbar 
mit Ausnahme von einem Fall (Hund Nr. 2), wo wihrend dieser 
Zeit eine ausgesprochene Hyperleukocytose bestand (Steigerung 
der Leukocytenzahl von 7950 auf 31850). Nach der zweiten 
Injektion wurde wieder Verschlimmerung des Befindens, wieder 
TemperaturerhOhung und von neuem Hypoleukocytose beob- 
achtet (bei dem Hunde Nr. 3 fiel die Leukocytenzahl bis auf 3900). 

Die soeben erwiéhnten Erscheinungen erinnern sehr an 
das Krankheitsbild bei Infektionskrankheiten (wie bekannt, wird 
in dem Anfangsstadium jeder Infektion gleichfalls Hypoleuko- 
cytose beobachtet). Unwillkirlich driingt sich der Gedanke auf, 
dab das klinische Bild einer beliebigen Infektionskrankheit (in 
bezug auf Temperatur, Blutveriinderung, subjektives Befinden) 
in letzter Linie nicht durch die Art der Infektion, sondern 
durch den, natirlich von der Infektion abhiingigen Charakter 
der Reaktion des Organismus bedingt wird; es kommt also 
dabei auf den Charakter der Prozesse und Schutzkrifte an, 
deren sich der Organismus im gegebenen Falle fiir die Wieder- 
herstellung des gestérten Gleichgewichtes bedient. 


Methode der Gewinnung von Leukocyten und ihren 
Extrakten. 


Das obengenannte Aleuronatgemenge (in unserem Falle 
D°J/oig) wurde zu je 20—40 cem (je nach Grodfe des Tieres) 
in eine der Pleurahdhlen, meist in die rechte, eingefiihrt. Nach 
den Erfahrungen unseres Laboratoriums besteht der Vorzug 
der Pleurahéhle vor der Peritonealhohle (Kling), wenigstens 
bei groben Tieren (Hund, Schaf) darin, daf das Exsudat in 
ersterer vollkommen zugiinglich ist und leicht beinahe quanti- 
tativ gesammelt werden kann. Etwa nach 20 Stunden wurde 
die Injektion in der gleichen oder in einer etwas kleineren Dosis 
wiederholt und 4 Stunden nach der zweiten Injektion das Ex- 
sudat entnommen. Die Erfahrungen unseres Laboratoriums 
lehren, dab die besten Resultate in quantitativer Beziehung bei 
Entnahme des Exsudates 3—4 Stunden nach der 2. Injektion 
erzielt werden. 

Nach Er6éffnung der Pleurahohle wurde das Exsudat in 
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situ mit 1°/o Natr. citricum enthaltender physiologischer Koch- 
salzl6sung verdinnt und dann mittels Siphon in einem Kolben 
oder Zylinder gesammelt, wobei die Pleurahihle mehreremal 
mit der genannten F'lissigkeit durchgespiilt wurde. Am niichsten 
Tage wurde die Fliissigkeit von den zu Boden gesunkenen Leuko- 
eyten entfernt und letztere von den ihnen noch anhaftenden 
Fliissigkeitsresten durch Zentrifugieren und mehrfaches Aus- 
waschen mit physiologischer Kochsalzlosung befreit. 

In drei Fallen (von vier) enthielt das Exsudat eine gréfere 
oder geringere beimengung von Blut. Die Befreiung davon 
gelang in diesen Fallen nur durch mehrfaches (bis zu 10—15 mal) 
und kurzdauerndes (nicht langer als 1 Minute) Zentrifugieren 
und Auswaschen mit physiologischer Kochsalzlésung. In dieser 
Beziehung bestiitigt mein Versuch vollkommen die Angaben 
von Mancini (I. ¢.). 

Auch in der Pleurahodhle, in welche keine Injektion er- 
folgt war, wurde stets ein, wenn auch quantitativ geringeres 
Exsudat vorgefunden. Die von mir ausgefiihrte Zihlung der 
Leukocyten in diesen Exsudaten ergab in derjenigen Pleura- 
hohle, in welche eine Injektion stattgefunden hatte, gegen 
60000—70000 Leukocyten im Kubikzentimeter; in der intakten 
Pleurahohle schwankten die Zahlen zwischen 32 750—131 700. 

Die Menge der so gewonnenen Leukocyten schwankte 
bei den einzelnen Hunden, unabhiingig von der Grobe der- 
selben, bedeutend. Die Hunde wogen 9—14 kg, die Menge 
der von ihnen gewonnenen Leukocyten schwankte aber zwischen 
3,0—30,0 g. (Beim Hunde Nr. 1 — 10,0 g, bei Nr. 2 — 4,5 g, 
bei Nr. 3 — 3,0 g und bei Nr. 4 — 30,0 g.) Die letzte der 
angefiihrten Zahlen entspricht derjenigen Menge von Leuko- 
cyten, welche aus 30 1 Pferdeblut gewonnen werden kann 
(Mancini, |. c.) — ein Umstand, der zugunsten der beschrie- 
benen Methode der Leukocytengewinnung spricht. 

Die ausgewaschenen Leukocyten -stellen eine weiflich- 
graue, dickfliissige und zéhe Masse dar, die sich bei Unter- 
suchung an gefarbten Ausstrichpriparaten als fast ausschlieBlich 
aus polymorphkernigen Zellen erweist: die vereinzelt vorgefun- 
denen Lymphocyten kénnen im Vergleich mit der ganzen Masse 

15* 
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nicht in Betracht kommen; alle Untersuchungsresultate mtissen 
daher auf die polymorphkernigen Leukocyten bezogen werden. 

Um die in den Leukocyten enthaltenen Fermente in L6- 
sung tberzufiihren, bereitete ich aus denselben nach der be- 
kannten Methode mittels Gefrierenlassen und wieder Auftauen 
einen wisserigen Extrakt im Verhiltnis von 1: 10, wobei der 
erforderliche Grad der Zerst6rung der Leukocyten an gefarbten 
Priiparaten kontrolliert wurde. In diesen Extrakt wurde darauf 
NaClin einem der physiologischen Kochsalzlosung entsprechenden 
Verhiltnis hinzugefiigt, der Rest der Leukocyten mittels Zentri- 
fugierens entfernt und der durchsichtige etwas opalescierende 
Extrakt als Ausgangsmaterial fiir alle weiteren Untersuchungen 
benutzt. 

An dieser Stelle sei bemerkt, dafi bei allen Manipulationen, 
die in dieser Arbeit beschrieben und erwiéhnt werden, selbst- 
verstiindlich alle Vorsichtsmabregeln ergriffen wurden, um eine 
Verunreinigung des zu untersuchenden Materials zu verhiten. 
Alles benutzte Geschirr, Wasser und LOsungen wurden vorher 
sterilisiert. Als Antiseptica wurden Chloroform und Toluol ver- 
wendet. Die Kontrollversuche wurden, wo erforderlich, mit 
Extrakt, der wiihrend 5 Minuten auf dem Drahtnetz gekocht 
hatte, angestellt. 

Meine Untersuchungen bezogen sich auf folgende Fer- 
mente: Protease, Amylase, Diastase (Dextrinase), Katalase, 
Lipase, Nuclease und Oxydase. 


Protease. 

Dali die neutrophilen Leukocyten bei einigen Tieren als 
Triiger des proteolytischen Fermentes erscheinen, ist eine zur- 
zeit fest begriindete Tatsache; meine Untersuchungen an iso- 
lierten Leukocyten vom Hunde stehen damit in vollkommener 
Ubereinstimmung. 

Das Vorhandensein und die digestive Energie des Fermentes 
bestimmte ich 1. nach der bekannten Methode von Gross-Fuld 
und auferdem 2. aus der Differenz in der Menge des nicht durch 
Essigsiiure fiillbaren Eiweibes in Parallelportionen mit lebendem 
und abget6étetem Ferment; die Eiweifbestimmung wurde am 
Filtrat durch Verbrennung nach Kjeldahl vorgenommen. 








» 
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Versuchsdauer in beiden Fallen 24 Stunden, Temperatur 


40° C., Versuchsobjekt 2°/ooige Caseinlésung. 
Nach der Methode von Gross-Fuld erhielt ich folgende 
Resultate: 


Hunde | Nr. 1 Nr. 2 Nr. 3 Nr. 4 








Die zur vollstindigen Verdauung von 

2 ccm Casein erforderliche Extrakt-) 0,25 0,25 O,16 0.16 
menge aus Leukocyten in ccm 

Caseinmenge in ccm, welche durch 

1 ccm Extrakt verdaut werden kann 


Folglich ist 1 g Leukocyten!) imstande, im Verlauf von 
4% Stunden bei einer Temperatur von 40° C. durchschnittlich 
02,5 cem einer Caseinlosung oder 205 mg Casein zu verdauen. 

Bei Bestimmung der Proteasewirkung aus der Menge des 
nicht durch Essigsiiure fillbaren Eiweifes war das Resultat 
cleichfalls ein positives und die Differenz in der Menge des 
nach Kjeldahl bestimmten N in der Versuchsportion einerseits 
und der Kontroilportion anderseits stets deutlich. 


ys 
I 


Zur Illustration fiihre ich folgende Zahlen an (Hund Nr. 4). 





Die ent- 























mg N mg N in der ae Poon 
. ee ee Differenz sprechende 
Hund Nr. 4 in 7 ccm Filtrat] ganzen Menge |. a 
in me N [Differenz in 
r r r r ee .: ‘Ln 
Versuch Kontrolle/Versuch Kontrolle ing Eiweils 
0.5 cem Extrakt : = 
2,1 1.1 3,0 1,6 1.4 8.7) 


+ 9.5 cem Casein 


0.1 cem Extrakt 


iene 6 0 2,3 A (),! 5,625 
+- 9,9 ccm Casein 4,6 1 >| ' — 














Das heifit, 1 g Leukocyten ist imstande, bei oben er- 
wihnten Verhiltnissen 175,0—562,5 mg Eiweili zu verdauen. 
Bei diesen Verdauungsversuchen waren die Kesultate im 
allgemeinen die gleichen, gleichviel, ob der gewohnliche oder 
ein erst im Verlauf einer halben Stunde bei einer Temperatur 


‘) d. h. die Menge des Extraktes, welche 1 g Leukocyten entspricht. 
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von 50° C. erwarmtes Extrakt verwendet wurde.  Folglich 
erkliirt sich die optimale Wirkung der Leukoprotease bei der - 
genannten Temperatur bei Verwendung von Blut, Organen und 
ihnlichem Material als Fermentquelle wahrscheinlich nicht durch 
eine direkte Aktivierung des Fermentes, sondern entweder 
durch ein Freiwerden desselben aus den bei dieser Temperatur 
zerfallenden Leukocyten oder aber durch eine Zerstorung irgend- 
welcher thermolabiler, die Verdauung behindernder Substanzen. (*) 


Amylase und Diastase. 


Gewohnlich werden diese Benennungen als Synonyma zur 
Bezeichnung eines und desselben, der Verwandlung von Stiirke 
in Zucker dienenden Fermentes gebraucht. Auch die zwei Arten 
der quantitativen Bestimmung dieses Fermentes, sowohl die 
kolorimetrischen Methoden, denen die Jodreaktion auf Stiirke 
zugrunde liegt, wie diejenigen, die auf der Bestimmung des 
sich bildenden Zuckers beruhen, gelten als gleichwertig zur 
Bestimmung dieses Fermentes, eine Differenz zwischen den- 
selben soll nur in bezug auf Genauigkeit und Bequemlichkeit 
der Ausfiihrung bestehen. (% 1°) 

Wenn wirklich mit beiden Methoden die Wirkung eines 
und desselben Fermentes bestimmt wird, so miissen bei Unter- 
suchung gleicher Organe beim gleichen Tiere ungefihr parallele 
Resultate erzielt werden und die Abweichungen davon diirfen 
nicht das Maf der der Methode anhaftenden Fehlerquellen tiber- 
schreiten. Wir sehen indessen bei gleichzeitiger Bestimmung 
der diastatischen Wirkung von Organen einerseits nach W oh|l- 
gemuth(!°) und anderseits aus der Menge des aus Stirke ge- 
bildeten Zuckers, dafi ein solcher Parallelismus meist nicht 
besteht und im Gegenteil oft eine ausgesprochene Inkongruenz 
beobachtet wird, wie wir dies an dem grofen Material von 
Aljoschin(#!) erkennen und wie auch ich an einer Reihe eigener 
Untersuchungen konstatieren konnte. 

In Anbetracht dieser Tatsachen neige ich zu der Ansicht, 
dal} zwei Fermente an dem Prozef der Verwandlung von Starke 
in Zucker teilnehmen:('?) die Amylase, welche Starke in 
Dextrin verwandelt und nach der Methode von Wohlgemuth 
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bestimmt wird, und die eigentliche Diastase (oder richtiger 
Dextrinase), welche Dextrin in Zucker iiberfiihrt und aus 
der Quantitaét des letzteren bestimmt wird. 

Weiter unten fiihre ich die an Leukocyten sowohl nach 
der einen wie nach der anderen Methode gewonnenen Resultate 
an und auch hier Jiift sich wieder der obengenannte Mangel 
eines Parallelismus konstatieren. 

Fiir die Annahme, dai die Leukocyten ein amylolytisches 
oder diastatisches Ferment enthalten, sprechen sich eine ganze 
Reihe von Autoren mit grdferer oder geringerer Bestimmtheit 
aus, so Berestnew, Castellino und Paracca, Achalme, 
Zabolotny, Tarchetti, Haberlandt, Mancini. (?%) 

Zur Bestimmung der Amylase bediente ich mich der Methode 
von Wohlgemuth mit der kleinen Abénderung, dai zum Ti- 
trieren statt einer ‘/10-n-Jodl6sung eine !/100-n-Jodlésung (2 
Tropfen auf 1 Reagenzglas) verwendet wurde. Versuchsobjekt: 
Amylum solubile (Kahl baum). Versuchsdauer 1 Stunde. Tem- 
peratur 40° C. (im Wasserthermostaten). 

Die amylolytische Wirkung des Leukocytenextraktes war 
bei allen 4 Hunden die gleiche (ein geringer Unterschied be- 
stand nur in der Intensitaét der violetten Fiirbung des limes — 
Reagenzglases) und betrug in der von Wohlgemuth _ vorge- 


schlagenen Einheit De, = 12,5, d.h., 1 g der Leukocyten ist 
imstande, im Verlaufe einer Stunde bei einer Temperatur von 
40° C. 125 cem einer 1°/oigen Starkelésung oder 1,25 g reiner 
Starke zu verdauen. 

Zur Bestimmung der Diastasewirkung wurden die Experi- 
mente in folgender Weise angelegt: Ein Gemenge von 1 ccm 
Extrakt, das mit Wasser bis zu 10 cem verdiinnt war, und 
10 ccm einer 1°/oigen Starkeldsung wurden auf 24 Stunden 
bei einer Temperatur von 37,5° in den Thermostaten gebracht. 
Nach Ablauf dieser Zeit wurde darin nach der Methode Leh- 
mann-Riegler(!*) die entstandene Zuckermenge bestimmt (in 
den Kontrollversuchen waren nur Spuren einer Reduktion mit 
Fehlingscher Lésung zu konstatieren). 
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Hunde Nr. 1 Nr. 2 Nr. 3 Nr. 4 
lie 1 ccm Extrakt entsprechende paws . 
cde 99 25.0; 13,7 8.7 
Zuckermenge in mg 
Die 1 g Leukocyten entsprechende a _ ” 
v9 250,5 137 Si 


Zuckermenge in mg 


Folglich ist 1 g Leukocyten imstande, aus Stiirke bei oben 
angegebenen Verhiiltnissen durchschnittlich 143,4 mg Zucker 


zu bilden.?) 
Katalase. 


In bezug auf den Katalasegehalt der Leukocyten existieren, 
<oviel mir bekannt, keine speziellen Untersuchungen. Nur Batelli 
und Stern sprechen sich in einer ihrer Arbeiten (bei Bertihrung 
der Frage tiber die Verteilung der Katalase in den verschiedenen 
Blutelementen) auf Grund indirekter Beobachtungen dahin aus, 
daf} dieses Ferment in den polynucleiren Leukocyten nicht in 
merklichen Mengen enthalten sei; die Lymphe und die Lympho- 
cyten seien folglich fast ganz frei von Katalase. (!°) 

Bei der Bestimmung der Katalase bediente ich mich der 
allgemein bekannten Kaliumpermanganatmethode. Als Versuchs- 
objekt diente 1°/oige Wasserstoffsuperoxydlésung (Merck). Ver- 
suchsdauer 15 Min. Temp. 37,5° C. Der Versuch wurde in 
folgender Weise angelegt: wir nahmen 0,5—1,0 ecm (mit sterilem 
Wasser auf 10 ccm verdiinnten) Extrakt auf 10—20 ccm einer 
1 °/oigen H,O,-Lésung. Nach Ablauf der Versuchsdauer wurde 
1 ccm dieser Mischung in saurer Lésung (H,SO,) mit 4/s0-n- 
Losung von KMnO, (1 ecm = 0,00034 g H,O,) titriert. Nun 
ist es leicht, falls man vorher den Titrationsgrad der 1°/oigen 
H,O,-Lésung kennt, die Menge des gespaltenen H,O, auf 1 ccm 
Extrakt und auf 1 g Leukocyten zu berechnen. 


') Nur in einem Falle, leider, priifte ich an zwei Parallelportionen 
mittels der Polarisationsmethode die Wirkung des Leukocytenextraktes 
auf 2° cige Traubenzuckerlésung (im Verhaltnis von 1:10) bei einer Tem- 
peratur von 37.5° C.; es erwies sich, dafi der Ablenkungswinkel der 
Polarisationsebene sogar nach 60 Stunden unveriindert geblieben war. 
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Die Menge Dasselbe Die entsprechende 
7 des gespaltenen H,O,, | entsprechend Menge Q, in ccm 
welche 1 ccm Extrakt 10 ¢g be: OY und 760 mm 
entspricht | Leukocyten = auf 1.0 g Leukocyten 
Nr. 1 81.6 S16 268,5 
> 2 69,6 696 | 229 
3 129,2 1292 425),2 
4 99.96 999.6 325 


| 

Im Durchschnitt ist folglich 1,0 g Leukocyten imstande, 
im Verlauf von 15 Minuten bei einer Temperatur von 37,5° C. 
eine Menge von 950,9 mg H,O, zu spalten oder, mit anderen 
Worten, daraus 312,9 cem O, in Freiheit zu setzen. 

Vergleicht man diese Zahlen mit dem Katalasegehalt des 
Blutes, wo 1,0 g nach meinen Beobachtungen unter denselben 
Bedingungen gegen 1400 mg H,O, (467 ccm Q,) spaltet, so 
kommt man zu dem Schlusse, dah die Leukocyten eine relativ 
hohe katalytische Wirkung besitzen: wir wissen ja, dab das 
Blut zu den besonders an Katalase reichen Geweben gehort. 

Lipase. 

Mancini(*) konnte Lipase an isolierten Leukocyten vom 
Pferde (bei Priifung an Mandelélemulsion) keine deutliche lipo- 
lytische Wirkung konstatieren. 

Bergell,(*) Fiessinger und Marie(*) kommen auf Grund 
ihrer hauptséchlich an tuberkulésen Exsudaten und Eiter, ferner 
an Milz und Lymphdriisen einiger Tiere angestellten Unter- 
suchungen zum Schlusse, daf} die Lipase ein ausschlieblich dem 
lymphatischen Apparat angehdriges Ferment darstellt und in 
den polynucleiren Leukocyten nicht enthalten ist. 

Bei meinen Untersuchungen auf Lipase dienten mir sowohl 
kiinstliche wie natiirliche Fette als Versuchsobjekte. Als Ver- 
treter der ersten Gruppe benutzte ich Monobutyrin und Athyl- 
butyrat, als Vertreter der zweiten Gruppe Olivenol und Butter. 
Jeder Versuch war von einer Kontrollpriifung an abgekochtem 
Extrakt begleitet. Aus der Differenz in der Aciditét der Ver- 
suchsportion einerseits und der Kontrollportion anderseits schlofs 
man auf Vorhandensein und Energie des Fermentes. 

Der Versuch selbst wurde in folgender Weise ausgefiihrt: 
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Extrakt 1—2 eem; 10 ccm einer 1°/oigen LOsung eines kiinst- 
lichen Fettes; Olivenél 0,5 cem: Butter 0,1 g. Die Gesamtmenge 
der Mischung wurde mittels sterilen Wassers auf 30 ccm ge- 
bracht. Versuchsdauer 24 Stunden; Temperatur 37,5° C. Die 
Titration erfolgte mit '/100 n-Kalilauge: als Indikator diente 
Phenolphthalein. 

Das Resultat war in allen vier Fallen, trotz mehrfach 
wiederholter Untersuchung, ein vollkommen negatives. 

Kin soleches Resultat kénnte aber nicht nur durch wirk- 
liche Abwesenheit des Fermentes, sondern auch dadurch be- 
dingt sein, dah sich das Ferment im gegebenen Falle in inaktivem 
Zustand befindet. 

Um mdglichst der Losung dieser Frage niaher zu treten, 
stellte ich einige Versuche bei Gegenwart von mangansauren 
Salzen (MnO, MnSQ,) an, diese erhéhen, wie bekannt, die Titig- 
keit der Lipase (Aktivierung?)(1%). Das Resultat war gleich- 
falls negativ. 

Die eben angefiihrten Tatsachen geben uns, wie mir 
scheint, das Recht, mit Bestimmtheit zu behaupten, daf die poly- 
morphkernigen Leukocyten vom Hunde keine Lipase enthalten, 


Nuclease. 

In betreff der Nuclease der Leukocyten fand ich in der 
mir zugiinglichen Literatur keinerlei Angaben. 

Dieses Ferment wurde von mir nach zwei Methoden unter- 
sucht: nach der kiirzlich von Pighini('*) vorgeschlagenen op- 
tischen Methode in allen 4 Fallen und aufberdem in 2 Fiillen 
auf chemischem Wege. 

I. Die Nucleinséure dreht, wie bekannt, die Polarisations- 
ebene nach rechts; bei Spaltung der Siiure werden ihre optischen 
Eigenschaften veriindert, der Ablenkungswinkel wird kleiner 
und aus der Anderung dieses Winkels kann man auf Vorhan- 
densein und Stiirke der fermentativen Wirkung schliefen. Als 
Versuchsobjekt diente mir eine 2°/oige L6sung von Nuclein- 
siiure der Pariser Firma Le Prince. Als Polarisationsapparat 
benutzte ich das Polarimeter von Schmidt und Haensch. 
Die Liinge der Rohre betrug 10 cem. Das Verhiltnis des Extraktes 
zur Nucleinsiure war 1: 10. 
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In allen Kontrollversuchen (Nucleinsiiure ohne Extrakt, 
Extrakt ohne Nucleinsaure und Nucleinsiiure mit abgekochtem 
Extrakt) anderte sich der Ablenkungswinkel nicht wihrend der 
Versuchszeit (nicht liinger als 24 Stunden). 

Von einer ganzen Reihe von Untersuchungen, die nach 
der optischen Methode ausgefiihrt wurden und bei mehrfacher 
Wiederholung im allgemeinen ein identisches Resultat ergaben, 
fiihre ich im folgenden je eine Untersuchung fiir jeden Fall 
als Beispiel an. 

Zur grofberen Anschaulichkeit gebe ich auch die nach dem 
Gesetz von Schiitz-Borissow(!§) berechnete Konstante an. 











Versuchs- Derzu Anfang Der - 
Differenz x 
Hund dauer hbeobachtete | gefundene k = 
in Minuten Ablenkungs- | Ablenkungs- x } 
sar oe | t 
t winkel winkel 
Nr. J 1080 2° 1° 40/ 0° 20° 0.6084 
2 840 2° 10’ 1° 50! | 0% 20/ 0.6900 
3 1080 2915 | 1°80 0°45’ 11,3690 
+ 1440 2° 15’ 1° 33! 0° 40/ 10540 


Aus diesen Angaben folgt mit Gewibheit, dab die Nuclein- 
siiure durch Leukocytenextrakt gespalten wird. 

II. Auf chemischem Wege wurde die fermentative Energie 
der Leukocyten aus der Menge des durch Nuclease in Freiheit 
gesetzten anorganischen Phosphors berechnet. Der Phosphor 
wurde nach Stutzer-Neumann(?!9) bestimmt. Versuchsobjekt: 
Natrium nucleinic. (Merck) zu 0,5—1,0 g in ungefaéhr 2°/oiger 
Losung. Versuchsdauer 24 Stunden. Temperatur — $7,5° C. 

Nach dieser Methode wurde die fermentative Energie der 
Leukocyten beim Hunde Nr. 1 an 5 ccm Extrakt und beim 
Hunde Nr. 4 an 0,5 g Leukocyten per se bestimmt. 


























a ae . le AS) / 
Die gefundene Menge P,O, in mg Die Mi a — 
‘ s‘ntsprich 
a spric} 5 g Leukocyter 
Hunde = entsprit ut 0,5 g L uk yten 1,0 g Leukocyten 
Versuch Kontrolle Differenz Differenz 
Nr. 1 40,29 18,45 | 21.84 13,68 
2 23,10 9 86 13,24 26,48 
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Folglich ist 1,0 g Leukocyten vom Hunde Nr. 1 (welchen, 
wie oben angegeben, Natr. nucleinic. zugeftihrt wurde) imstande, 
im Verlauf von 24 Stunden bei einer Temperatur von 37,5° C. 
eine Menge von 43,68 mg P,O, aus Nucleinsiiure in Freiheit 
zu setzen, wihrend 1,0 g Leukocyten vom Hunde Nr. 4 wahrend 
derselben Zeit und unter den gleichen Versuchsbedingungen 
nur 26,48 mg P,O, in Freiheit setzt. 

Die energischere Spaltung der Nucleinséure durch die 
Leukocyten des Hundes Nr. 1 erklirt sich aller Wahrschein- 
lichkeit nach durch eine Verstirkung der Leukocytennuclease 
unter dem Einflufi der wiederholten Einfiihrung von Nuclein- 
siiure in den Organismus. 

Zum Vergleich mit der Wirkung der Leukocytennuclease 
fiilhre ich im folgenden einige Zahlen an, die bei anderen, von 
mir angestellten Versuchen gewonnen wurden und zur Charak- 
terisierung der nucleinspaltenden ‘Tiitigkeit einiger anderer 
Organe des normalen Hundes dienen. Diese Zahlen sind gleich- 
falls auf 1,0 ¢ frisches Organ berechnet. 


Knochenmark Thymus Pankreas 
23,56 mg P,O, 16.42 mg P,O, 8,68 mg P.O, 


Vergleicht man diese Zahlen mit denjenigen, die aus der 
Untersuchung der Leukocyten resultieren, so scheint (so weit 
man aus dieser geringen Zahl von Beobachtungen  schliefen 
darf) die Annahme gerechtfertigt, dafi die Nuclease der poly- 
morphkernigen Leukocyten eine relativ gréfere Aktivitiit besitzt. 

Beim Vergleich der nach der optischen und der chemischen 
Methode fiir die Leukocyten des Hundes Nr. 1 und 4 ge- 
wonnenen Untersuchungsresultate fallt die ausgesprochene In- 
kongruenz derselben auf: moglicherweise handelt es sich hier 
ium verschiedene Seiten eines komplizierten fermentativen Pro- 
zesses, welche durch die eine und die andere Untersuchungs- 
methode aufgeklaért werden. 


Oxydase. 


Uber die oxydierenden Fermente der Leukocyten herrschen 
in der Literatur grobe Meinungsverschiedenheiten: wahrend die 
einen, wie z. B. Brandenburg, (?°) Meyer, (?!) eine Eiteroxy- 
dase nachweisen, finden andere wie Linossier,(??) Czyhlarz 
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und Fiirth(®) darin Peroxydase, Winkler (?*) und Schultze(?>) 
wiesen Oxydase auf mikroskopischem Wege mit dem Roéh- 
mann-Spitzerschen Reagens nach, ebenso Mancini(®) an 
isolierten Leukocyten vom Pferde, letzterer konnte aber mit 
anderen Reagenzien weder Oxydase noch Peroxydase darin 
entdecken. 

Zur Bestimmung der oxydierenden lIermente in den 
Leukocyten des Hundes bediente ich mich der bekannten Reak- 
tionen mit frisch zubereiteten: Guajakharztinktur, 1°/oiger LOsung 
von Guajakol und des ROhmann-Spitzerschen Reagens. 

Ich priifte sowohl auf Oxydase wie auf Peroxydase (nach 
der Terminologie von Bach und Chodat), in letzterem Falle 
wurden in das Reagenzglischen einige Tropfen einer 3°/oigen 
Wasserstoffsuperoxydlésung (Merck) gebracht. 

Je nach den Versuchsbedingungen zerfillt mein Material 
in zwei verschiedene Gruppen mit verschiedenen Resultaten. 

Die Leukocytenextrakte von den Hunden Nr. 1, 2 und 3 
wurden erst nach Ablauf von 2—4 Wochen nach der Her- 
stellung untersucht (Aufbewahrung in der Kiille unter asep- 
tischen und antiseptischen Kautelen). In allen 3 Extrakten 
wurde eine vollkommen deutliche Reaktion auf Peroxydase, 
aber keine Spur Oxydase konstatiert. 

Das Extrakt vom Hunde Nr. 4 wurde sofort nach der 
Herstellung untersucht und in demselben weder Peroxydase 
noch Oxydase nachgewilesen. 

Mir scheint, da diese, einander scheinbar wider- 
sprechenden, Resultate in Ubereinstimmung gebracht werden 
kOnnen, wenn man annimmt, dah das Resultat durch ver- 
schiedene die Oxydation hemmende Momente beeinflubt werden 
kann, wie z. B. durch die Anwesenheit sogenannter Reduk- 
tasen(?®): vielleicht vermdgen diese, falls sie in groberen 
Mengen im frisch zubereiteten Leukocytenextrakt vorhanden 
sind, den oxydierenden Prozessen entgegenzuwirken. Wenn 
dann im Laufe der Zeit die Reduktionsprozesse aufhoren, 
kann man die in den Leukocyten enthaltene Peroxydase 
nachweisen. Zugunsten einer solchen Annahme spricht unter 
anderem der Umstand, da die blaue Fiirbung der Guajakharz- 
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tinktur in den obengenannten Versuchen noch nach 2 Stunden 
wenig an Intensitiét eingebiift hatte. 

Vielleichterkliart das Hinzutreten diesernoch wenig erforsch- 
ten Prozesse zum Teil die Meinungsverschiedenheiten, welche in 
der Literatur in bezug auf die oxydierenden Fermente herrschen. 

In demselben Mafe, wie das Studium der fermentativen 
Prozesse im allgemeinen und der einzelnen Fermente im spe- 
ziellen sich erweitert und vertieft, werden immer neue Tat- 
sachen, immer neue Seiten der vielseitigen fermentativen 
Tiitigkeit entdeckt. Ich médchte wenigstens auf folgende in 
der letzten Zeit aufgeworfene Fragen hinweisen, wie die Rolle 
der Lipase bei den hiémolytischen Prozessen und bei dem 
Kampf des Organismus mit den saurefesten Bakterien, ferner 
auf die Frage tiber die antitoxische Wirkung der Katalase. (?”) 

Die ausgesprochene Befiihigung der Leukocyten zu viel- 
seitiger und intensiver fermentativer Betiitigung, die aus den 
angefiihrten Tatsachen hervorgeht, einerseits und die Viel- 
seitigkeit der Fermente anderseits lassen uns die allgemein 
anerkannte Bedeutung der Leukocyten im Leben des Organis- 
mus noch verstiindlicher erscheinen. 

Da der erwachsene Mensch gegen 25000 Millionen weifer 
BlutkOrperchen besitzt, welche, an einer Stelle angesammelt, 
die Grébe eines kompakten Organes von den Dimensionen der 
Schilddriise ausmachen wiirden, (?8) und da der Organismus in 
jedem Augenblick an beliebiger Stelle eine beliebige Menge 
von Leukocyten konzentrieren kann, so kann man sich vor- 
stellen, was fiir ein miachtiges Werkzeug er bei seinem be- 
stiindigen Kampfe ums Dasein in solch einer glanzend ge- 
schulten Armee besitzt. 

Resumee. 


Fasse ich nun die Ergebnisse meiner Untersuchungen 
kurz zusammen, so sehen wir, dab 

1. die polynucleiren Leukocyten des Hundes als Trager 
folgender Fermente erscheinen: der Protease, Amylase, 
Diastase, Katalase, Nuclease und Peroxydase und 

2. daf die polynucleiren Leukocyten des Hundes gar 
keine lipolytischen Eigenschaften besitzen. 
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II]. Mitteilung. 


Uber das Urobilinogen des Urins und das Wesen der 
Ehrlichschen Aldehydreaktion. 


Von 
Hans Fischer und Friedr. Meyer-Betz. 


Mit einer Tafel in Lichtdruck. 


(Aus der II. medizinischen Klinik zu Miinchen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 10. September 1911.) 


I. Uber das «Urobilinogen» des Urins. 


Die Entdeckung des «Urobilins» verdanken wir Jaffé;') er 
fand das Pigment im pathologischen Urin und stellte die Eigen- 
schaften fest, die bis heute die einzig charakteristischen ge- 
blieben sind, niimlich die Fluorescenz des Zinksalzes und das 
spektroskopische Verhalten sowohl der Zinksalzlosung als auch 
des urspriinglichen Korpers. 

Dem Scharfblick dieses Forschers war es nicht entgangen, 
dafi der Farbstoff erst ein sekundires Produkt ist, ein Zer- 
setzungsprodukt des «Urobilinogens» und er nahm an, dah die 
Muttersubstanz des Farbstoffes, das « Urobilinogen », zum«Urobilin» 
in einem iihnlichen Verhiiltnis steht, wie z. B. Indigweif zu Indigo. 

In der Folgezeit finden wir die Mehrzahl der Autoren 
auf diesem Gebiet mit der Isolierung des Urobilins beschiftigt, 
und die Methoden hierfiir wurden insbesondere durch die Ar- 
beiten Friedrich Millers?) und seiner Schiler*) soweit ge- 
fordert, dab man zu Lésungen gelangte, die quantitativ das 
«Urobilin» enthielten. 

War hiermit fiir die klinische Untersuchung Bahn ge- 
brochen, so war man damit chemisch nicht weiter, da uber 
die Zusammensetzung, ja nicht einmal Herkunft des «Urobilins» 
etwas bekannt war. Auch hier verdanken wir den Unter- 

') Virchows Archiv, 1862, Bd. 23, und 1869, Bd. 47. 

*) Jahresber. d. Schles. Gesellschaft f. vaterliindische Kultur, Breslau 


1892, und Verhandl. des med. Kongr. zu Wiesbaden, 1888. 
*) D. Gerhardt, Inauguraldissertation, Berlin 1889. 
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suchungen Fr. Miillers Aufklérungen. Fr. Miller!) gab einem 
Patienten mit totalem CholedochusverschluS, der kein Urobilin 
im Harn und Stuhl hatte, Galle ein, und konnte darnach im 
Harn und Stuhl «Urobilin» bezw. «Stercobilin» nachweisen. Bili- 
rubin fiihrte er durch Bakterien in Urobilin tiber, wodurch er 
den Beweis geliefert hat, daB Bilirubin die Muttersubstanz des 
Urobilins ist. 

War bis hierher der Weg klar und eindeutig, so kamen 
bald Schwierigkeilen, als man sich bemiihte, «Urobilin» in Sub- 
stanz darzustellen und mit Gallenfarbstoffen zu vergleichen. 

Garrod und Hopkins,?) im wesentlichen nach den be- 
kannten Methoden der Urobilinisolierung mit Hilfe von Ammon- 
sulfat arbeitend, stellten fiir das Urobilin aus Kot und Urin 
die analytischen Daten fest und fanden den N-Gehalt tiber- 
einstimmend zu 4,2°/o, wéhrend der Gallenfarbstoff 9,8°/o N 
(Bilirubin) enthalt. 

Es mufite also geschlossen werden, dal} bei der von Fr. 
Miiller beobachteten Uberfiihrung von Bilirubin in «Urobilin» 
Stickstoff, wohl in der Form von Ammoniak, abgespalten wiirde. 
Dieser Vorgang schien chemisch nicht undenkbar, da Kiister*) 
gefunden hat, dafi durch Einwirkung von Alkali auf Bilirubin 
annihernd 1 Mol. Ammoniak abgespalten wird. 

Unvereinbar aber war der niedrige N-Gehalt des Garrod- 
Hopkinsschen Priiparates mit dem N-Gehalt des von Maly 
aus Bilirubin durch Reduktion mit Natriumamalgam gewonnenen 
«Hydrobilirubins >». 

Diese Reduktion mit Natriumamalgam hat zuerstStideler*) 
ausgefiihrt und klar erkannt, daB hierbei ein Leukofarbstoff 
entsteht, und Staideler glaubte, dai bei einer dann folgenden 
Oxydation Bilirubin zurtickgebildet werde. Er verglich den Prozeb 
mit dem oben angefiihrten Verhéltnis von Indigweifi zu Indigo. 

Stadeler,®) der nur sehr wenig Bilirubin in den Handen 


hk ©. 

*) Journ. of Physiol., Bd. 22. 

5) Diese Zeitschrift, Bd. 59, S. 88. 
2 


yi <€ 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXV. 16 








234 Hans Fischer und Friedr. Meyer-Betz, 


gehabt haben kann, hat das Produkt der Reduktion mit Natrium- 
amalgam nicht niher studiert, sein Wesen aber richtig erkannt, 
wihrend Maly,!) der von grdferen Mengen Bilirubin aus- 
gegangen war, ganz iibersah, daf zuerst ein Leukofarbstoff 
entsteht, dagegen entdeckte, daf der braunrote Farbstoff, den 
er isolierte, dieselben Reaktionen gab, wie das Jaffésche «Uro- 
bilin», weshalb er beide Stoffe fiir identisch ansah. 

Die Malyschen Analysen lieBen keinen Zweifel, da’ der 
von ihm untersuchte Farbstoff 9°/o Stickstoff enthalt, was auch 
von vornherein wahrscheinlich war, da etwa bei der Reduktion 
entstandenes Ammoniak der Beobachtung nicht hatte entgehen 
kénnen. (Der Prozefh ist spéterhin von zahlreichen Autoren 
studiert worden, unter denen Disqué?) hervorzuheben ist, der 
wiederum feststellte, daB zuerst ein Leukofarbstoff entsteht und 
dieser durch Sauerstoffaufnahme in «Urobilin» tibergeht.) 

Malys Ansicht, der sein «Hydrobilirubin» fiir identisch mit 
dem «Urobilin» des Urins hielt, wurde in der Folgezeit von der 
Mehrzahl der Kliniker geteilt; da aber durch die Analysen von 
Garrod und Hopkins nachgewiesen war, daf$ das «Urobilin» 
nur 4°/o N aufweist, wahrend das Hydrobilirubin 9,2°/o N ent- 
halt, und das Malysche Hydrobilirubin der ganzen Darstellung 
nach als chemisches Individuum nicht angesehen werden konnte, 
so mubte zuniichst der Reduktionsprozeh des Bilirubins mit 
Natriumamalgam eingehender studiert werden. 

Bei der Reduktion des Bilirubins mit Natriumamalgam 
entsteht ein krystallisierender Kérper, Hemibilirubin,*) und ein 
zweiter Kérper (Substanz II*)), der vorlaéufig nicht zur Kry- 
stallisation gebracht werden konnte. Beide K6rper besitzen 
die Fihigkeit, in «Urobilin» wtberzugehen. 

Das Malysche Hydrobilirubin besteht nun aus Hemibili- 
rubin und einer anderen, bei der Oxydation*) viel Himatinsaure 


') Liebigs Annalen, Bd. 163, S. 88. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 2. 

*) Vgl. Mitteilung I, Diese Zeitschrift, Bd. 73, S. 204 ff. 

*) Das Hemibilirubin selbst wie auch diese Substanz geben bei der 
Oxydation auch noch Methylathylmaleinimid (im Druck befindliche Mit- 
teilung von H. Fischer und P. Meyer). 
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liefernden Komponente des Bilirubins und ist ein wechselndes 
Gemisch. Mit der spektroskopischen Untersuchung!) kommt 
man hier nicht weiter, weil die Reduktionsprodukte des Bili- 
rubins beziehungsweise ihre Zersetzungsprodukte («Urobilin» ) 
in dieser Hinsicht die gleichen Eigenschaften in hervorragendem 
MaBe besitzen, ebenso wie eine Reihe anderer Korper, von denen 
das Himopyrrol schon lange von Nencki?) untersucht ist. 

Wir habendie Reihe solcher « Urobilinbildner» nocherheblich 
vermehren kénnen und haben eine Anzahl von synthetischen Pyr- 
rolderivaten, die durch die Arbeiten von Knorr,*) Hantzsch,?) 
Feist°) und ihren Schiilern relativ leicht zugiinglich sind, auf 
ihre Faéhigkeit im Reagensrohr und Tierversuch, dem «Uro- 
bilinogen» bezw. «Urobilin» gleiche Reaktionen zu geben, gepriift. 

Ebenso haben wir die bekannten Abbauprodukte des Blut- 
farbstoffs und Bilirubins auf diese Fiihigkeiten hin untersucht. 
Wir haben diese Versuche angestellt, um zu beweisen, wie leicht 
man mit den bisher ublichen Nachweismethoden des Urobili- 
nogens und Urobilins zu dem Glauben gefiihrt werden kann, 
diese Korper gefunden zu haben, wahrend in Wirklichkeit 
lediglich ein in Zersetzung befindliches Pyrrolderivat vorhanden 
zu sein braucht. Wir geben zuniichst unsere diesbeziiglichen 
Versuchsprotokolle. 

Versuchsprotokolle. 
I. Pyrrolderivate.°®) 
1. 2,5-Dimethylpyrrol-3,4-dicarbonsidureester. 
Darstellung nach Knorr, Liebigs Annalen, Bd. 236, S. 296. 
H,C,00C - CG; —C - COOC,H, 


Cl 1, 


1-cl lc-cE 
“Kh 
NH 


Der schén krystallisierte Kérper ist durchaus luft- und 


') Vgl. auch die Ausfiihrungen R. Willstitters und W. Miegs, 
Liebigs Annalen, Bd. 380, S. 3. 

*) Op. omn., II, S. 798. 

5) Liebigs Annalen, Bd. 236, und Berichte, Bd. 35, S. 2998. 

*) Ber. d. Deutsch. chem. Gesellsch., Bd. 23. 

5) Ber. d. Deutsch. chem. Gesellsch., Bd. 35. 

6) Der iiberraschend leichte Ubergang von Kérpern, deren Existenz 

16* 
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lichtbestindig und gibt keine Fluorescenzreaktion mit Zinksalzen. 
In Alkohol gelost, tritt in der Kalte bei Zusatz von Ehrlichs 
Reagens (p-Dimethylamidobenzaldehyd in salzsaurer Losung) 
nur ganz schwache Rosafirbung ein. 

1. Tierversuch. Ein Kaninchen erhiilt am 21. VIII. 3h 25 
p.m. 0,2 g des Esters in Oliveno! gelOst mit der Schlundsonde. 
Sh p.m. Katheterismus. Aldehydreaktion des Urins in der Kilte 
negativ, in der Wiirme intensiv. Keine Fluorescenz mit ge- 
siittigter alkoholischer ZinkacetatlOsung. 22. VIII. 88 a.m. Weder 
Aldehyd- noch Fluorescenzreaktion vorhanden. 

2. Tierversuch. 1 Kaninchen erhilt am 24. VII. 12 mit- 
tags 0,1 des K6rpers in 5 cem !/10-NaOH gelist subcutan. Die 
schwach alkalische Losung gab mit Ehrlichs-Reagens eine ganz 
schwache Hosafiirbung. 45 p.m. Katheterismus. Der erhaltene 
dunkelbraune Urin gibt in der Kiilte keine Fiirbung bei Zusatz 
von Aldehydreagens, nach Erhitzung tritt sie sehr intensiv 
auf. Spektroskopisch fand sich ein Streifen im Griin, im inji- 
zierten Originalpriiparat war er nach Erhitzen ebenfalls, nur 
weiter rechts gelagert, nachweisbar. Fluorescenzreaktion war 
in dem Urin auch nach langerem Stehen nicht deutlich zu 
konstatieren. 

2. 2,4-Dimethylpyrrol. 
Darstellung nach Knorr, Ann., Bd. 236, S. 326. 
CH, - C CH 


CH. /C- CH, 
NH 
Das frisch dargestellte Ol gab in Alkohol gelést in ge- 
eigneter Verdiinnung intensive Aldehydreaktion. Spektroskopisch 
fand sich ein «Urobilinogenstreifen» in der Ausdehnung von 
h = d80—5)05 uu. 
1. Tierversuch. Ein Kaninchen erhalt am 21. VIII. 0,2 g 


im Tierkérper der Vorstellung keine Schwierigkeit bietet, wie z. B. Acet- 
essigester, Amidoacetessigester oder Diacetbernsteinsdureester in Pyrrole 
legt den Gedanken nahe, daf§ auch die Synthese des Blutfarbstoffs auf 
diesem Wege erfolgen kénnte. Die Annahme hatte jedenfalls viel fiir 
sich. imsofern, als hierdurch die Bausteine des Blutfarbstoffs von allen 
drei Nahrungsbestandteilen geliefert werden kénnten. 
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der Substanz in Olivendl gelost per os. Katheterismus nach 
4h, Aldehydreaktion im Harn in der Kiilte positiv, in der Warme 
sehr intensiv. Spektroskopisch zeigte die Probe ein «Urobilin- 
ogen»-Band in der Ausdehnung von \ = 566—540 uu. Nach 
Versetzen mit Zn-Salzlosung starke Fluorescenz und spektro- 
skopisch einen Streifen von A = 505—470 uu, sowie starke 
Verdunkelung der rechten Seite des Spektrums. Am 22. VIII. 
Aldehydreaktion in der Kalte verschwunden, Fluorescenz noch 
stark positiv. 

Tierversuch. Ein Kaninchen erhiilt am 25. VII. 1 p.m. 
ca. 0,1 g 2,4-Dimethylpyrrol in Alkohol gelést subcutan. 5 30° 
katheterisiert. Urin gibt intensivste Aldehydreaktion in der 
Kiilte: spektroskopisch zeigt der Urin nach der Reaktion einen 
breiten, von Gelb bis ins Griin reichenden Streifen. Mit alko- 
holischer Zinksalzldsung keine deutliche Fluorescenz. 


3. 2,4-Dimethylpyrrol-3-carbonsiureithylester. 


Darstellung nach Knorr, Ann., Bd. 236, S. 325. 
CH, -C—C - COOGH, 


saa 
HN 


Das krystallisierte Priéparat und ebenso die freie Siiure 
(nach Verseifung mit alkohol. Kalilauge) gaben in Alkohol ge- 
lost starke Rotfarbung nach Zusatz von Ehrlichs Reagens 
und spektroskopisch zwei Streifen im Bereich von IJ. \ = 565 
bis 538 uv, Il. von \ = 510—465 uu ca. 

1. Tierversuch. Ein Kaninchen erhélt am 18. VIII. 3 15 
p.m. 0,2 g der freien Saéure in Olivendl gelist per os. 65 50’ 
Katheterismus. Aldehydreaktion in der Kalte sehr intensiv. 
Spektroskopisch ein von 570—d30 uu ca. reichendes Band 
rechte Seite des Spektrums von 518 uu ab volikommen ausge- 
loscht. Fluorescenz mit Zn-Salz nicht deutlich. Keine ent- 
sprechende Spektralerscheinung. 19. VIII. Aldehydreaktion in 
der Kialte stark positiv, Fluorescenz auch heute nach lingerem 
Stehen negativ. 

2. Tierversuch. Ein Kaninchen erhiilt am 24. VII. 12" 15 
p.m. 0,05 g des Esters in Alkohol gelést. 4° katheterisiert. 


c-CH, 








238 Hans Fischer und Friedr. Meyer-Betz, 


Aldehydreaktion in der Kalte stark positiv. Fluorescenz nach 
langerem Stehen schwach vorhanden. Am 2d. VII. war die 
Reaktion mit Aldehydreagens in der Kalte noch angedeutet, 
in der Warme stark. 


4. 2,5-Dimethylpyrrol-3-monocarbonsaureithylester. 


Darstellung nach Hantzsch, Ber., Bd. 23, S. 1473. 
CH— C- COOC,H, 


H,C-C. /€- CH, 
NH 

In Alkohol gelést gab der schon krystallisierte Ester mit 
p-Dimethylamidobenzaldehyd in saurer Losung starke Rot- 
fiirbung. Spektroskopisch einen Streifen zwischen A = 556 uu R 
und 525 uu, auverdem einen zweiten undeutlicheren von 504 
bis 490 uu, zwischen beiden Streifen Verdunkelung. 

1. Tierversuch. Ein Kaninchen erhalt am 21. VIII. 35 20! 
p.m. 0,2 g des K6rpers in Oliven6l mit der Schlundsonde. Nach 
3'/2 Stunden Katheterismus. Aldehydreaktion in der Kalte 
schwach positiv. Spektroskopisch: Band von 496—470 un. 
Fluorescensreaktion negativ. 22. VIII. 85 p.m. Aldehydreaktion 
in der Kiilte negativ, in der Warme noch stark positiv. 

2. Tierversuch. Ein Kaninchen erhalt am 28. VII. 1! 15‘ 
p.m. 0,2 g des Kérpers subcutan. 4" katheterisiert. Aldehyd- 
reaktion in der Kialte unsicher, in der Warme sehr _ intensiv. 
74 p.m. Aldehydreaktion in der Kalte angedeutet, in der Warme 
stark positiv. Spektroskopisch kein sicherer Streifen. Fluores- 
cenz negativ. 

5. 3,5-Dimethyl-4-acetylpyrrol. 
Darstellung nach Knorr und Lange, Ber., Bd. 35, 5. 3007. 
H,C -CO-C,—C - CH, 


LC -< 


\ /CH 
NH 


Das krystallisierte Praparat gab in Alkohol gelodst inten- 
sivste Aldehydreaktion, spektroskopisch fand sich ein inten- 
siver Streifen von \ = 580—535 up, ein zweiter unscharfer 
im Blaugriin war bis ca. \ = 520 uu verfolgbar. 
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1. Tierversueh. Ein Kaninchen erhilt 0,2 g der Substanz 
in Olivenél am 18. VIII. 35 p.m. per os. 6 45‘ Katheterismus. 
Aldehydreaktion in der Kalte schwach positiv, in der Wiarme 
intensiv. Spektroskopisch (in der Wirme!) Streifen von \ = 568 
bis 490 uu verwaschen. Keine deutliche Fluorescenz. 19. VIII. 
Weder Aldehyd- noch Fluorescenzreaktion vorhanden. 

2. Tierversuch. Ein Kaninchen erhalt am 24. VII. 125 20 
0,1 g des Koérpers in Alkohol gelést subcutan. 4" 15 Urin p. C. 
klar, hellgelb. Aldehydreaktion in der Kilte schwach, wird bei 
Erhitzen starker. Spektroskopisch schwacher Streifen im Gelb 
gegen Griin, nach Erhitzen Streifen im Gelb. Fluorescenz nach 
lingerem Stehen schwach, aber deutlich. 25. III. noch schwache 
Aldehydreaktion des Urins nach Erwérmen. 


6. 1-Phenyl-2,5-dimethylpvrrol-3-carbonsaure. 
Darstellung nach Feist, Ber., Bd. 35, 5S. 1547. 
HCC COOH 


H,C- CU 4 C- CH, 


N- C,H, 

In Alkohol gelést gab das Originalpriiparat Aldehydreaktion 
und spektroskopisch einen schmalen Streifen von A = 556 
bis 520 uu, von 520—490 up zeigte sich das Spektrum ver- 
dunkelt. 

1. Tierversuch. Ein Kaninchen erhalt am 15. VIII. 12545 
p. m. 0,2 g der Substanz in Eigelb verriihrt mit der Schlund- 
sonde. 6545 p.m. Katheterismus. Aldehydreaktion in der Kite 
schwach positiv. Spektroskopisch breiter schwacher Streifen 
von \ = 530 uu an. Fluorescenzreaktion 0. 19. VIII. Aldehyd- 
reaktion in der Kilte 0, in der Warme noch sehr intensiv. 
Fluorescenz 0. 

2. Tierversuch. Ein Kaninchen erhiilt am 27. VII. 11545 
a.m. 0,1 g Substanz in Alkohol gelést. 7 p. m. katheterisiert. 
Aldehydreaktion in der Kilte 0, in der Wiirme intensiv. Spektro- 
skopisch in der Kialte kein Streifen, nach Erwiirmung Streifen 
in Gelb. Fluorescenz vorhanden. 
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Il. Blut- und Gallenfarbstoffderivate. 


1. Phonopyrrolearbonsaure. 
Darstellung nach Piloty, Ann., Bd. 366, 5. 238. 


Mit Aldehydreagens versetzt, gibt sie intensive Rotfarbung 
und spektroskopisch einen Streifen von \ 565—505 uw. 

1. Tierversuch. Ein Kaninchen erhiilt am 23. VIII. 9615 
a.m. 0,3 g Phonopyrrolcarbonsaure in alkalischer LOsung per os. 
7 p. m. Katheterismus. Aldehydreaktion in der Kilte sehr 
intensiv. Spektroskopisch ein Band von 580—512 uu. Fluores- 
eenz sehr stark. Spektroskopisch miibig starkes Band von 
h 503—480 uu bis 460 uu Verdunkelung. Am 24. VIII. noch 
deutliche Aldehydreation 2 Streifen, I. 555—520, Il. 499—474 un, 
dazwischen leichte Verdunkelung. 

2. Tierversuch. Ein Kaninchen erhalt 0,2 g Phonopyrrol- 
carbonsiure in 5 ecm 1/10-NaOH gelést subcutan am 22. VII. 
12545. 4915 Katheterismus. Aldehydreaktion: 1 cem Urin auf 
10 cem verdiinnt und mit Aldehydreagens versetzt, ergibt in 
der Kilte dunkelkirschrote Fiirbung und zeigt schwachen Streifen 
im Gelb, starken Urobilinstreifen. Fluorescenz mit Zn-Salzen 
sehr intensiv. 

2. Hiimopyrrol. 
Darstellung nach Nencki, Op. omn., Bd. 2, S. 798. 


Das Priiparat zeigt mit Aldehydreagens versetzt starke 
Reaktion und spektroskopisch einen Streifen von 552—505 uu. 

Tierversuch. Ein Kaninchen erhélt am 24. VIII. 9°30 a. m. 
30 ccm konzentrierte wisserige Hiimopyrrollisung per os. 7530 
p.m.Katheterismus. Aldehydreaktion in der Kilte schwach positiv. 
Spektroskopisch Streifen von 580—530 uu (und Verdunkelung 
im Blau?). Nach Versetzen mit Zn-Salzlésung schéne Fluores- 
cenz und spektroskopisch von 508—490 uu starkes Band bis 
480 uu Verdunkelung erkennbar. 





5. Hemibilirubin. 
Darstellung nach Fischer, Diese Zeitschrift, Bd. 73, 5. 204. 
Hemibilirubin gibt mit Aldehydreagens starke Reaktion 
und spektroskopisch zwei Streifen, I. von 578—530 uu, II. von 
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506—470 uu. Der zweite dieser Streifen verdankt seine Ent- 
stehung der sofort auftretenden teilweisen Zersetzung des Prii- 
parats, die direkt verfolgt werden kann (vgl. spiiter S. 243). 

1. Tierversuch. Ein Kaninchen erhélt am 25. VIII. 35 p.m. 
0,1 g Hemibilirubin in Na-Bicarbonat gelést per os. 8) Ka- 
theterismus. Aldehydreaktion nur schwach. Spektroskopisch 
schwacher Streifen im Grun. 26. VIII. Aldehydreaktion schwach -++, 
I']uorescenz vorhanden. 

2. Tierversuch. Ein Kaninchen erhiélt am 28. VIII. 8" p.m. 
0,1 g Hemibilirubin in 0,1 Natriumbicarbonat und 5 cem H,O 
gelést, das ganze in Eigelb aufgeschwemmt. 29. VIII. 8" a. m. 
Aldehydreaktion positiv. Spektroskopisech: I. \ = 580—540 uu, 
I]. } = 500—480 uu. Fluorescenzreaktion schwach_ positiv. 
Spektroskopisch ganz schwacher Streifen im Griin. 30. VIII. 
noch immer sehr deutliche Aldehydreaktion. 

Ein dhnliches Resultat ergab ein Versuch am Menschen. 
Die Aldehydreaktion war hier nach Einnahme von 0,1 g Hemi- 
bilirubin in Eigelb im Harn deutlich, aber lange nicht so stark 
positiv wie bei pathologischen Urinen. Der Versuch wurde 
nicht wiederholt, da nach Einnahme Ubelkeit und Durcbfall 
auftraten, wenn auch nicht entschieden ist, dah sie mit der 
Einnahme des Priiparats in Verbindung gebracht werden miissen. 

3. Tierversuch. Ein Kaninechen erhalt am 22. VII. 0,1 ¢ 
Hemibilirubin in 1 ccm Alkohol subcutan. 45 15 Katheterismus. 
Der Urin zeigt starke Aldehydreaktion und typisch spektro- 
skopisches Verhalten, nur schwache Fluorescenz. 23. VII. noch 
immer intensive Aldehydreaktion. 

4. Tierversuch. Kaninchen erhilt am 1.1X. 105 0,1 g Hemi- 
bilirubin in Natriumbicarbonatlésung subcutan. 3! Katheterismus. 
Starke Aldehydreaktion und spektroskopisch Streifen von I. 
4 = 590—565 un, II. A = 5O2—484 uu. Fluorescenz +-. 
Spektroskopisch: 4 = S506—486 uu. 

4. Substanz Il. 
Gewinnung siehe I. Mitteilung, Diese Zeitschrift, Bd. 73, S. 225. 

Mit Aldehydreagens gibt sie starke Rotfiirbung und spek- 
troskopisch zwei Streifen von I. A = 578—545 uu, IL. A = 506 
bis 480 uu scharf, bis 460 sich aufhellend. 
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Tierversuch. Ein Kaninchen erhalt am 28. VIII. 4" ca. 0,2 g 
Substanz II in alkalischer Lésung per os. 8 schwache Al- 
dehydreaktion des Urins. Spektroskopisch Streifen von 572 
bis 544 uu. Fluorescenzreaktion positiv. Spektroskopisch ein 
Band von \ = 495—476 uu. 26. VIII. Aldehyd- und Fluorescenz- 
reaktion noch deutlich. 

). Pikrat aus Bilirubin. 

Aus Bilirubin wurde auf éhnliche Weise wie bei der 
Pilotyschen Hamatopyrrolidinsaure ein Pikrat isoliert. (Die 
analytischen Daten und genauere Beschreibung erfolgen in einer 
spiteren Mitteilung.) 

Dieses Pikrat wurde auf die gleiche Weise wie das der 
Hiimatopyrrolidinsadure (vgl. unten) von der Pikrinsiure befreit und 
dann nach Neutralisation mit Natronlauge subcutan eingespritzt. 

Diese L6sung gab schwache Aldehydreaktion, Fluorescenz- 
reaktion mit Zn-Acetat negativ, wiéhrend die L6sung an sich 
fluorescierte. 

Tierversuch. Kaninchen erhielt am 22. VII. 5°55 p.m. 
0,056 g des Korpers in neutraler wasseriger LOsung — 10 ccm 
subcutan. 10" p.m. Katheterismus. Aldehydreaktion negativ. 
Fluorescenz deutlich positiv. Am 23. VII. Aldehydreaktion 0, 
Fluorescenz 0. 

6. Pilotysche Hamatopyrrolidincarbonsaure. 
Darstellung Ann., Bd. 366, S. 238. 

Die Saéure wurde den Angaben Pilotys entsprechend 
dargestellt. Das Pikrat wurde mit Schwefelséure unter Zusatz 
von Alkohol zerlegt und die Pikrinséure ausgeiithert. Die re- 
stierende Lésung wurde nach Neutralisation mit Natronlauge 
subcutan eingespritzt. 

Tierversuch. Kaninchen erhiélt am 25. VII. 12215 p. m. 
Hiimatopyrrolidincarbonséure in H,O -+- NaCl gelést = 20 ccm 
subcutan. 5" 30 Katheterismus. Urin rotgelb. Aldehydreaktion 
undeutlich. Fluorescenz schwach. Spektroskopisch kein Ab- 
sorptionsstreifen. — 

In Tabelle I ist das spektroskopische Verhalten der Sub- 
stanzen selbst iibersichtlich angefiihrt und auBerdem mit dem 
Urobilinogen des Harns in Vergleich gesetzt. Die Pyrrolderivate 
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wurden simtlich in Alkohol gelést und nach Versetzen mit 
dem Ehrlichschen Reagens auf eine Konzentration gebracht, 
die ungefahr der Verdiinnung 1: 10000 des von uns darge- 
stellten Dipyrrilphenylmethanfarbstoffs entsprach. Die Spektral- 
binder wechseln je nach der Konzentration in der Ausdehnung. 
Die in der Tabelle | fiir das Hemibilirubin, sowie die Extrakte 
aus Urin angegebenen Spektralbiinder II verdanken Umsetzungen 
ihre Entstehung («Urobilin»), in ganz frisch dargestelltem Hemi- 
bilirubin und im frisch gelassenen Urin findet sich immer nur 
das I. Band (vgl. auch spater). Die Zahlen fiir Hemibilirubin, 
Extrakte und Urin wurden in einer groben Zahl von Messungen 
immer an gleicher Stelle angetroffen. 

Tabelle I. 


Spektroskopisches Verhalten nach Zusatz von p-Dimethylamidobenzaldehyd 
in salzsaurer Losung. 


2,5-Dimethylpyrrol-3,4-carbonséure . . negativ. 
2,4-Dimethylpyrrol ........ -A== 580—505 uu. 
2,4-Dimethylpyrrol-3-carbonsaure- § I. A = 565—538 uy, 


II. A = 510—465 uu ca. 

I. A = 5d6—525 un, 

II. undeutlich, ca. 504—490 un, 

zwischen beiden Streifen Verdunklung. 

I. scharfes Band A = 580—535 un, 

Il. von A = 535—520 uu allmihlich 
lichter werdende Verdunklung. 

1-Phenyl-2,5-dimethy|lpyrrol- I]. A 556—520 uu scharf. 

3-carbonsaure Il. von A 520—490 uu Verdunklung. 

Hamopyrrol ..........- . A= 552—505 un. 

Phonopyrrolearbonséure ..... . .A = 565—505 un. 

I. A = 578—530 uu, 

Il. A = 506—470 un. 

I. \ = 578—545 uu, 

II. A = 506—480 uu scharf, 

bis A = 460 uu verfolgbar. 

I. A = 572—540 un, 

Il. A = 500—475 uu scharf, 

bis \ == 460 uu ca. verfolgbar. 

I. A == 572—540 uu, 

Il. A = 496—475 uu. 

I. A = 572—5)32 uu, 

I]. AX = 496—475 uu. 


aithylester 
2.5-Dimethylpyrrol-3-carbonsaure- 


athylester 


3,5-Dimethyl-4-acetylpyrrol . 


A A a en a 


Hemibilirubin . 


«Substanz II> . 


Extrakt aus pathol. Harn’) 


Extrakt aus norm. Harn’) . 


Urobilinogenreicher Harn direkt 


J . 





') Darstellung S. 248. 
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Tabelle II. 


Spektroskopisches Verhalten im Urin nach Verfiitterung. 
. SE SAREE, LEIS TEE TE LL EL TIE LTE, TEIN 








Fluorescenzreaktion 





Substanz Aldehydreaktion 
2,4-Dimethylpyrrol A = 566—540 uu A == 505—470 uu 
. A= 970—53l l 
2 4-Dimethylpyrrol- I. — , ) up 7” 
ctl II. Ausléschung von negatiy 
3-carbonsaureester . © 
A = 518 uu an 


9 5-D) th ] — Ee 

2.5-Dimethylpvrro ; m 

a. ws th h 496—470 uu 
3-carbonsiiureester ‘i 


1-Phenyl-2.5-dimethyl- | | an 
a oe von \ = 530 uu an 
pyrrol-3-carbonsiiure- CO wie % » 
; schwaches Band 
ester 
Phe eee A = 5083—480 uu miafig 
Opvrroicar - “oO ~ A . , 
10n pieces bon A = 580—512 uy starkes Band, bis 460 uu 
saad Verdunklung 
ae I A = 580—)40 uu oy. 
: : A = 506—486 uu 
Hemibilirubin I. \ = 500—480 up I06—486 ur 
A == S5V8—490 uu 
starkes Band, 
bis 480 wu Verdunklung 


I. A == 580 - 530 uu 


Hiamopyrrol , ‘ 
i aie I. Verdunklung im Blau ? 


Substanz II h == 572—544 uu || A = 495—476 up Ca. 


In Tabelle II sind nur die im Tierversuch nach Verfiitterung 
positiven Substanzen aufgenommen. Demnach kiimen nach Fluo- 
rescenzreaktion und spektroskopischem Verhalten insbesondere 
Dimethy!pyrrol, Phonopyrrolearbonsiiure, Hiimopyrrol, Substanz Il 
und Hemibilirubin als «Urobilinbildner» in Betracht. Mit Ausnahme 
von 1-Phenyl-2,5-dimethylpyrrol-3-carbonséureester und 2,5-Di- 
methylpyrrol-3-carbonsiéureester zeigen sie zudem einen durchaus 
dem «Urobilinogen» des Harns entsprechenden Streifen nach 
Versetzen mit Ehrlichs Reagens. 

In der Warme tritt bei allen untersuchten Substanzen 
starke Aldehydreaktion ein, die offenbar so zu erkliéren ist, 
dal} Seitenketten vom Pyrrolring abgesprengt werden, ein Ver- 
halten, das ja durch die Knorrschen Arbeiten wohl bekannt ist. 

Alle die hier angefiihrten reinen Kérper geben, wie auch 
frischer Urin (letztere Tatsache war schon Saillet!) bekannt), 
kein sichtbares Spektrum und kein fluorescierendes Zn-Salz. 
Erst die Umsetzungsprodukte geben diese Reaktionen, und 


') Revue de Médecine, 1897, S. 17. 
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zwar die Absorption im Blaugriin alle untersuchten Ko6rper 
ausnahmslos. 

Es ist demnach diese Absorption im Blaugriin eine all- 
gemeine EKigenschaft aller nicht stabiler Pyrrole und das sind 
alle von uns untersuchten Pyrrole, die mindestens ein an einem 
Ring-C-Atom nicht substituiertes H-Atom besitzen. 

Zum Zustandekommen der Fluorescenzreaktion ist eben- 
falls ein nicht stabiles Pyrrol notwendig. Auferdem kommt 
noch ein weilerer Faktor der Zersetzung hinzu, der offenbar, 
wenigstens bei den synthetischen Pyrrolen, wechselnd ist, in- 
sofern als wir bei manchen zersetzten Pyrrolderivaten (durch 
Stehen an Licht und Luft in alkoholischer Losung) intensivste 
FKluorescenz bekamen, wiihrend manchmal bei derselben Ver- 
suchsanordnung keine Fluorescenz eintrat. Anders verhalten 
sich die bekannten Blut- und Gallenfarbstoffderivate, indem sie 
siimtlich mit grofer Geschwindigkeit in Korper tibergehen, die 
fluorescierende Zn-Salze geben. Es sei tibrigens noch darauf 
hingewiesen, daf} auch zahlreiche Chlorophyllderivate an sich 
die gleiche Kigenschaft besitzen. (Vgl. Willstiitter und Mieg, 
Liebigs Annal. 350, S. 46.) 

Das Verhalten der angefiihrten Substanzen im Organismus 
istim grofen ganzen dem im Reagenzglas analog. Offenbar werden 
sie im wesentlichen unveriéndert ausgeschieden, und dement- 
sprechend gibt der Urin die gleichen Reaktionen wie die im Reagenz- 
glas untersuchten zersetzten Pyrrolderivate. So war auch bei 
einigen die Aldehydreaktion im Urin erst in der Wirme intensiv. 
In Tabelle II haben wir die K6rper angefiihrt, nach deren Eingabe 
«Urobilin» im Urin nach den klinischen Proben klar und ein- 
deutig nachgewiesen werden kann. 

Aus diesem Grunde kommt auch das von Nencki dar- 
gestellte Hiimopyrrol, das er wegen seines Ubergangs in «Uro- 
bilin» sowohl im Reagensrohr als im Tierversuch als Urobilinogen 
ansprach, nicht ohne weiteres als Urobilinogen in Betracht, 
obwohl die Nenckische Anschauung bis in die letzte Zeit sogar 
fiir die Konstitution des Urobilinogens als mabgebend er- 
achtet wurde. 

Aus den vorliegenden Beobachtungen geht hervor, dal 








246 Hans Fischer und Friedr. Meyer-Betz, 


die bekannten Urobilinproben keine Gewihr dafiir leisten, daB ein 
dem Organismus einverleibtes Pyrrolderivat in Harn-«Urobilin» 
iibergeht, da sonst viele der oben angefiihrten Kérper als Uro- 
bilinbildner in Betracht kimen (vgl. Tabelle II). 

Konnte also dieser Weg, das «Urobilin» zu_ studieren, 
nicht zum Ziele fiihren, so mufte eben der K6rper in Substanz 
isoliert und in krystallisierten Zustand tibergefiihrt werden, weil 
hierdurch allein eine Garantie fiir Reinheit geboten ist. 

Es erschien nun von vornherein wenig aussichtsvoll, das 
«Urobilin» selbst in krystallisiertem Zustand zu isolieren, weil 
es sehr schwer zu beurteilen ist, wann die «Urobilinbildung» 
zu Ende gelangt und man bei der Verarbeitung bestiindig 
den Eindruck hat, da das Priparat in einer fortgesetzten Um- 
wandlung begriffen ist. 

Viel aussichtsreicher scheint der Versuch, einen chemisch 
einheitlichen, wenn auch noch so labilen Korper zu fassen, und 
das ist die Muttersubstanz des Urobilins, das Urobilinogen. 

Was ist nun tiberhaupt Urobilinogen, und woran wird es 
erkannt? Von dem Urobilinogen ist zu verlangen, daf es ent- 
sprechend den Beobachtungen Jaffés in Urobilin tibergeht, 
d. h. bei der Umsetzung die typischen Spektralerscheinungen 
und ein fluorescierendes Zinksalz gibt. 

Gelten diese Reaktionen nur fiir die Umsetzungsprodukte, 
so zeigt das Urobilinogen selbst eine scheinbar sehr charakte- 
ristische Farbenreaktion: die Rotfarbung mit einer salzsauren 
Lésung von Dimethylamidobenzaldehyd. 

Von weiteren Farbenreaktionen wire noch die Biuret- 
reaktion zu erwihnen (s. unten). — 

Nach den Arbeitsresultaten Friedr. Miillers kann nun 
das Harnurobilinogen bei Abkunft vom Bilirubin seine Ent- 
stehung nur einem Reduktionsprozei verdanken; es lag daher 
nahe, nachzusehen, ob nicht das Harnurobilinogen identisch 
sel mit Hemibilirubin. 

Die bei der Darstellung dieses K6rpers gewonnenen Er- 
fahrungen nutzten wir zu einer prinzipiell neuen Darstellungsart 
des Urobilinogens aus. Sie beruht auf der charakteristischen 
Eigenschaft des Hemibilirubins aus Natriumbicarbonatlésung beim 
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Schiitteln mit Chloroform in dieses LOsungsmittel iiberzugehen. 
Diese Eigenschaft mufte bei seiner Isolierung aus Harn von 
Vorteil sein, da in das CHCI,-Extrakt des mit Bicarbonat ver- 
setzten Harns weniger Verunreinigungen hineingehen, als in das 
friher haufig angewandte saure Extrakt. Vor allen Dingen war 
Aussicht vorhanden, die am meisten zu fiirchtenden Gallenséuren 
zu vermeiden, an deren Gegenwart die Reindarstellung des Uro- 
bilinogens aus Kot gescheitert war (vgl. Mitteilung I). Daf mit den 
Fallungsmethoden kein reines Urobilinogen zu isolieren ist, be- 
weisen alle bisherigen Untersuchungen friiherer Autoren undunsere 
eigenen Erfahrungen. Als wir nun Urin, der starke Aldehyd- 
reaktion gab, mit Bicarbonat versetzten und mit CHCl, aus- 
schiittelten, zeigte sich die tiberraschende Tatsache, dab dieses 
Extrakt sich absolut negativ bei der Reaktion mit p-Dimethyl- 
amidobenzaldehyd verhielt. Wurde es jedoch auf dem Wasser- 
bad eingedampft, so gab der geringe Riickstand, in wenig 
NH, gelést, intensive Rotfarbung mit Ehrlichs Reagens und 
nach eingetretener Oxydation alle Urobilinreaktionen. Es ist 
aber sehr bemerkenswert, dafi nach der so geiibten Extraktion 
die vorher vorhandene Aldehydreaktion des Harns nur un- 
merklich an Intensivitét einbiiBt. Man kann einen Urin, der 
starke Aldehydreaktion gibt, so fast beliebig oft (in einem 
eigens hierauf gerichteten Versuch 10mal!) mit CHCl, aus- 
schiitteln, ohne dafi sich eine wesentliche Abnahme der Al- 
dehydreaktion zeigte,!) wahrend die Reaktion mit den ent- 
sprechenden Riickstiinden der Extrakte schon von der dritten 
Behandlung an eine ganz bedeutende Abschwiichung erfuhr, 


') Woran dies eigentiimliche Verhalten liegt, bedarf noch der Auf- 
klarung. Vielleicht legen hier fhnliche Verhiltnisse vor, wie beim 
Rohhemibilirubin. Dieser Kérper ist, wie wir einer noch unverdffent- 
lichten Arbeit von H. Fischer und P. Meyer entnehmen, eine Saure, 
die sich in Bicarbonat lést unter CQ,-Entwicklung. Dieser Liésung ist 
durch CHC], das reine Hemibilirubin leicht in einer Ausbeute von ca. 10 °%/o 
zu entziehen. Gewinnt man dann aus der mit Chloroform extrahierten 
Bicarbonatlésung das restierende Rohhemibilirubin zuriick, so lést sich 
dieses wiederum unter CO,-Entwicklung in Bicarbonat, und dieser Lisung 
lassen sich neuerdings wieder ca. 10°/o Hemibilirubin entziehen. 
Vielleicht liegen beim Urin ahnliche Verhiltnisse vor. 
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so dal} wir uns im allgemeinen mit einer dreimaligen Extraktion 
des Harns begniigten. Demgegentiber schwiicht sich die Aldehyd- 
reaktion schon nach 1—3 maligem schwach sauren Ausschiitteln 
stark ab oder sie verschwindet sogar ganz. 

Im Laufe der Zeit wurden ca. 501 Harn, der starke 
Aldehydreaktion gab, nach dieser Methode verarbeitet. Die bei 
der Ausschiittelung entstehenden Emulsionen wurden im. all- 
gemeinen durch wiederholtes Absaugen beseitigt, oft jedoch 
fiihrte dieses Verfahren nicht zum Ziel, es mufte durch Schiitteln 
mit Talcum und nachfolgende Filtration die Emulsion zerlegt 
werden. Ein in jedem Fall anwendbares Verfahren kann nicht 
angegeben werden, da die Verhiiltnisse je nach dem gerade 
vorliegenden Urin stark schwankten. Aufs strengste ist aber 
immer darauf zu achten, daB nicht die geringsten Teile der 
Kmulsion in das zur weiteren Verarbeitung kommende Extrakt 
gelangen, da sonst die ganze Arbeit vereitelt wird. 

Das CHCI,-Extrakt ist zuniichst farblos, hdchstens ganz 
hellgelblich gefiirbt, nach einigem Stehen tritt leichte Orange- 
fiirbung ein, die zur Filtration verwandten Papiere fiirben sich 
an der Luft schnell rot. 

Die erhaltenen Extrakte wurden mit Natriumsulfat ge- 
trocknet, im Vakuum nach erfolgter Filtration auf ein geringes 
Volumen eingedampft und zur Sicherheit noch zweimal mit 
einer konzentrierten Natriumbicarbonatlésung ausgeschiittelt. 
Die CHCI,-Schicht wird dann kurz mit Natriumsulfat getrocknet 
und in viel Petroliather Sp. 50—60° eingetragen, wobei nur 
geringe Abscheidung erfolgt. Von dieser labt sich nach lingerem 
Stehen dekantieren, es wird im Vakuum zur Trockene einge- 
dampft, der dlige bréunlichrote Riickstand in Essigather gelost, 
die Lésung mit Ligroin versetzt. Vom entstehenden Nieder- 
schlag wird schnell abfiltriert. Der Essigiither und ein Teil des 
Ligroins wird abgekocht, wobei meist eine flockige Abschei- 
dung erfolgt, die nach Abkihlen sich weiter vermehrt, und 
gleichzeitig scheidet sich hierbei ein grofer Teil des gesuchten 
K6rpers in Krystallen ab. 

Sie gleichen durchaus denen des Hemibilirubins bei 
schneller Krystallisation. 
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Die Gesamtfraktion wurde nach dem geschilderten Ver- 
fahren mit Essigither und Ligroin fraktioniert krystallisiert und 
es wurden 5 Fraktionen erhalten. In3 Fraktionen wurden typische 
zu Biischeln vereinigte Krystalldrusen abgeschieden, die dem Hemi- 
bilirubin durchaus glichen. Durch Waschen mit Essigiither erst 
in der Kilte, dann vorsichtig in der Wiirme konnten fast die 
gesamten zith anhaftenden Schmieren entfernt werden. Die 
nunmehr nur schwach gelb gefarbten Krystalldrusen wurde> 
dann aus Essigither und Ligroin umkrystallisiert und wir er- 
hielten wohl ausgebildete Krystalle in minimaler Ausbeute (siehe 
Tafel 1). Ks sei ausdriicklich bemerkt, daB niemals mit Hemi- 
bilirubin geimpft worden war. 

Herr Dr. Steinmetz, I. Assistent am mineralogischen 
Institut hier, dem wir die Krystalle vorlegten und der seiner- 
zeit die Hemibilirubinkrystalle zu untersuchen die Giite hatte, 
teilte uns folgendes mit: 

«Der mikroskopische Befund beweist die Identitiit der 
vorgelegten Substanz mit dem Hemibilirubin. Die Krystalle 
zeigen die gleiche Kombination wie jene Krystalle (s. Fig. 2 
1. Mitteilung, S. 255). Unter dem Mikroskop gemessen ergab 
sich an einem Krystall der Winkel (110) : (110) zu 60°, eine 
Ubereinstimmung, die in Hinsicht auf die Kleinheit der Krystall- 
individuen zum Identitétsbeweis geniigend ist. Die Schwingungs- 
richtung ist parallel der Kante zwischen (011) und (O11 ), stimmt 
also ebenfalls mit der an den Krystallen des Hemibilirubins 
liberein, » 

M:t diesen Feststellungen') ist das Vorkommen von Hemi- 
bilirubin in pathologischen Harnen erwiesen und _ gleichzeitig 
zum erstenmal ein Urobilinogen des Harns isoliert und mit 
einem chemisch und physikalisch wohl charakterisierten Abbau- 
produkt aus Gallenfarbstoff identifiziert. Dadurch ist weiterhin 
chemisch einwand{rei Gallenfarbstoff und Urobilin in Zusammen- 


') Inzwischen haben wir das oben geschilderte Verfahren erheblich 
verbessert, und es ist uns gelungen, schon aus 3 | pathologischen 
Aldehydurins, ja schon aus einer Tagesmenge Krystalle zu erhalten. Diese 
Krystalle schmolzen bei 187° C. in Ubereinstimmung mit dem Schmelz- 
punkt des Hemibilirubins. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXV. 17 
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hang gebracht worden, da ja das Hemibilirubin durch Oxy- 
dation in «Urobilin» tibergeht. 

Die minimale Ausbeute erlaubte bis jetzt keine Analyse der 
krystallisierten Substanz. Jedoch unterzogen wir die aus der 
essigiitherischen Losung durch Ligroin ausgefallten flockigen 
Abscheidungen der N-Bestimmung. Der so erhaltene amorphe 
KOrper ist orange gefiirbt, gab noch die Aldehydreaktion inten- 
siv, zeigte jedoch bereits den Urobilinstreifen. Die von Sal- 
kowski!) angegebene Biuretreaktion war ebenfalls intensiv 
positiv, ebenso die Fluorescenzreaktion mit Zn-Salz. Das spek- 
troskopische Verhalten stimmt auch mit dem des Urins tiberein, 
wie nicht anders zu erwarten war, ebenso erwies sich, was 
wieder entschieden fiir die Identitét mit Hemibilirubin spricht, 
Ubereinstimmung des spektroskopischen Befunds von Hemibili- 
rubin aus Bilirubin bezw. der Zersetzungsprodukte dieses mit 
unserem Korper. 

Fiir die N-Bestimmung wurde bei 100° und 20 mm Druck 
zur Konstanz getrocknet, wobei der Korper nicht schmolz, 
sondern lediglich sich etwas dunkler fiirbte. 0,1035 g Substanz 
gaben 7,3 ccm !/10-HCl entsprechend NH,, hieraus berechnet 
sich ein N-Gehalt von 9,87°/o, wiahrend Hemibilirubin 9,65 
verlangt. 

Bei einer zweiten Darstellung, wobei von ca. 301 Urin 
awusgegangen war, wurde auf analoge Weise ein gelbes Priiparat 
von gleichen Eigenschaften gewonnen. Dieses gab bei der 
Analyse : 

Q,0860 g Substanz gaben 6,0 cem 1/10-HCl entsprechend 
NH,, hieraus N-Gehalt = 9,77. 

Ob Hemibilirubin das einzige Urobilinogen ist, muB vor- 
liiufig dahingestellt bleiben. Wir miissen betonen, dafi nach 
unserer Methode eo ipso nur ein geringer Teil der Aldehyd- 
reaktion gebenden Substanz zur Untersuchung gelangt. Warum 
nur ein Teil extrahiert wird, kann seine Begriindung haben in 
dem oben geschilderten Verhalten des Rohhemibilirubins (s. An- 
merkung), es kann jedoch auch daran liegen, dafi das Uro- 
bilinogen durch Gallensiiuren oder andere Substanzen in einer 


') Berl. klin. Wochenschrift, 1897, S. 335. 
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chemischen Verbindung steht, wodurch eine neutrale bezw. 
alkalische!) Ausschiittelung nicht méglich ist. 

Wir haben unser Hauptaugenmerk natiirlich auch auf die 
von Piloty entdeckten Blutfarbstoffderivate, insbesondere die 
Phonopyrrolearbonsaure, gerichtet, zumal ihre Umsetzungspro- 
dukte ein dem «Urobilin» spektroskopisch sehr iihnliches Ver- 
halten zeigen 


in ammoniakalischer Lésung A = 501—459 uu 
in saurer LOsung h = 496—460 up 
nach Versetzung mit alkoholischer Zn-Salz- 

lésung starke Fluorescenz h = 505—499 un. 


Die Phonopyrrolearbonsiure selbst aus Urin isolieren zu 
wollen, erscheint aussichtslos, weil sie nur in den sauren Ex- 
trakt geht. Als Anhaltspunkt gegen ihre Existenz als Urobi- 
linogen kann der biologische Versuch dienen. 

Versuch: 0,3 Phonopyrrolearbonséiure wurden in NH, 
gelést und an der Luft bei intensivem Sonnenlicht abdunsten 
gelassen. Dies wurde 2—3 mal wiederholt, bis die Aldehyd- 
reaktion vollkommen verschwunden war. Es hinterbleibt ein 
griinrot schimmerndes Produkt. Ein kleiner Teil dieses wird 
mit Hilfe von Natriumbicarbonat in H,O geloést, die tiefbraunrote 
Losung wird mit ca. 3800 ccm eines Faulnisgemischs ver- 
setzt. Die Mischung gab, mit Alkohol gefiillt, keine Aldehyd- 
reaktion. Sie blieb bei 37° C. im Brutschrank fiir einige 
Tage stehen, ohne dai im Verlauf von 5 Tagen bei taglicher 
Priifung Aldehydreaktion aufgetreten wiire, dagegen war die 
Fluorescenzreaktion dauernd stark positiv. 

Im Gegensatz hierzu ergab ein Versuch mit Hemibilirubin 
in gleicher Weise angestellt positives Resultat, indem nach 
2 Tagen die Aldehydreaktion, die vorher negativ war, wieder 
intensiv auftrat mit dem typischen Streifen. 

Da Himopyrrol als Urobilinbildner nicht in Betracht 
kommt (s. I. Mitteilung), so haben wir also bis jetzt keinen 
direkten Anhaltspunkt fiir das Vorkommen andrer Pyrrol- 
derivate als Urobilinogen neben Hemibilirubin. Wir werden 





') Unsere mit Bicarbonat versetzten Urine reagierten stets schwach 
alkalisch. da das Handelsbicarbonat stets Soda enthalt. 
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aber bemiht bleiben, Erfahrungen, die beim chemischen Abbau, 
insbesondere des Bilirubins, gewonnen werden, aufs biologische 
Gebiet zu tibertragen. 

Untersucht man Riickstiinde von Extrakten aus normalen 
Urinen (Aldehydreaktion in der Kiélte negativ), die nach unserer 
Methode gewonnen worden sind, so zeigen diese nach ihrem 
Verhalten gegen Ehrlichs Reagens und spektroskopisch unter- 
sucht prinzipiell gleiches Verhalten, wie die pathologischen 
Urine, nur sind die auf diese Weise erhaltenen Substanzmengen 
so gering, dafi vorliiufig eine chemiche Untersuchung nicht 
lohnend erscheint. 

Fragen wir uns nun, ob unsere bis jetzt gewonnenen Re- 
sultate zur Frage der Entstehung der Urobilinurie beitragen, 
so glauben wir, dal} das vorhandene Material dartiber noch 
keine sicheren Schltisse zuléft. Jedenfalls aber scheint uns 
die Ursache der Urobilinurie auf keinen Fall allein durch eine 
Uberladung des Darms mit Hemibilirubin bedingt zu sein. Wir 
haben zwar beim Menschen nach Einnahme von 0,1 g Hemi- 
bilirubin eine deutiiche positive Aldehydreaktion im Harn auf- 
treten sehen, jedoch war sie weit nicht so intensiv, wie im 
pathologischen Urin. Die gleiche Erfahrung machten wir beim 
Tier, bei dem ein Versuch sogar negativ ausfiel und erst positiv 
wurde, als das Hemibilirubin in Kigelb emulgiert gegeben wurde 
und auch jetzt war die Aldehydreaktion nicht sonderlich stark. 
Bedenkt man nun die ungeheure Farbkraft des Farbstoffs von 
Dimethylamidobenzaldehyd mit Hemibilirubin (s. spiiter), so kann 
es sich immer nur um kleine Mengen handeln, die im Harn auf- 
treten. Es erscheint uns daher immer noch am_ wahrschein- 
lichsten, daf die Urobilinurie bedingt ist durch einen Korper, 
der die Resorption des Urobilinogens aus dem Darm bedingt. 
Daf} die St6rung nicht bewirkt wird dadurch, daB das Urobili- 
nogen unter pathologischen Umstiinden nicht von der Leber 
aufgesaugt wird, dagegen sprechen die subcutanen Versuche, 
bei denen unter normalen Verhiiltnissen Hemibilirubin leicht 
zur Ausscheidung gelangt. Daf bei der Urobilinurie noch 
mancherlei unbekannte Faktoren mitspielen kénnen, geht auch 
aus folgender Beobachtung hervor. Man findet fast regelmabig 
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nach Abklingen der Urobilinurie (gemessen durch die fast ver- 
sechwundene Aldehydreaktion und fast negative Zn-Acetatprobe) 
im bicarbonatalkalischen Chloroformextrakt gerade mit die 
stiirksten Aldehydproben. Es kénnen folglich im Urin Stoffe 
zur Ausscheidung gelangen, die trotz Anwesenheit relativ reich- 
licher Mengen von Urobilinogen das Zustandekommen der Alde- 
hydreaktion verhindern. Die Grundbedingung fiir das Studium 
der Verhiiltnisse im Urin ist also sicherlich die genaue Kenntnis 
des Mechanismus der Aldehydreaktion. 


II. Das Wesen der Ehrlichschen Aldehydreaktion. 


1891 teille Ehrlich') mit, dafi gewisse pathologische 
Urine mit Dimethylamidobenzaldehyd, in saurer LOsung ver- 
setzt, eine intensive Rotfiirbung geben. 

O. Neubauer?) stellte dann fest, dafb das «Urobilinogen» 
des Urins die Ursache dieser Reaktion ist, und er beobachtete 
ferner, dafi Hiimopyrrol und Pyrrol selbst eine a&hnliche Re- 
aktion geben. 

Der Mechanismus dieser Reaktion ist nun durchaus nicht 
der einfache, wie ihn die bisherigen Autoren annahmen, viel- 
mehr entsteht bei dieser Reaktion zuerst ein farbloser Korper, 
der dann sekundir erst in den Farbstoff tibergeht. 

In der ersten Mitteilung konnten eine Reihe von Anhalts- 
punkten fiir diese Auffassung beigebracht werden und es wurde 
dort auf die Analogie der Feistschen Kondensationsprodukte 
von Pyrrolen und Aldehyden mit den Leukobasen der Tri- 
phenylmethanfarbstoffe hingewiesen bezw. darauf, dab die 
Feistschen Kondensationsprodukte bei der Oxydation in saurer 
Losung Farbstoffe vom Typus der Triphenylmethanfarbstolfe 
geben muften. 

Feist hat, wie schon erwaéhnt, eine Keihe von Pyrrol- 
derivaten mit Aldehyden kondensiert und ihre Konstitution als 
Dipyrrylarrylmethanderivate festgestellt. 


') Die med. Woche, 1901, Nr. 15. 
*) Sitzungsber. d. Gesellsch. f. Morphol. u. Physiol. in Miinchen, 1903. 
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HC—CH R HC-—CH 
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H i NH 


HC, 
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Bei der Oxydation gehen diese Korper (wie Herr Prof. 
Feist auf eine diesbeziigliche Anfrage an seinen Priiparaten 
giitigst feststellte) in gefiirbte Verbindungen tiber, jedoch treten 
die meisten dieser Fiirbungen erst beim Erwiirmen auf und 
sind nicht ergiebig. 

Ks ist dieses Verhalten ganz entsprechend den Gesetz- 
miibigkeiten bei den ‘Triphenylmethanfarbstoffen. 

Die bei der Oxydation der Feistschen K6érper entstehen- 
den Farbstoffe entsprechen dem Typus der Aurine, da die 
NH-Gruppe des Pyrrols hier als auxochrome Gruppe wirkt. Die 
Farbstoffnatur kann nicht stark ausgepriagt sein, da nur 2 NH- 
Gruppen vorhanden sind. So _ besitzen auch die Salze des 


Benzaurins = 4,4-Dioxytriphenylcarbinol 
i 
er 
\ a 
So — ( 
OH. HF < y, JH 
OH 


nur noch schwach ausgepriigte Farbstoffeigenschaften, ganz ent- 
sprechend verhalten sich die Feistschen Produkte. 

Es war nun zu erwarten, dafB, wenn man Aldehyde zur 
Kondensation nahm, die in p-Stellung eine auxochrome Gruppe 
fiilhren, K6rper entstehen, die echte Farbstoffe vom Typus der 
Kuchsingruppe sind. 

H,N—C,H,—C—C,H,NH, 
C,H,NH,CI 

Aus diesen Griinden kondensierten wir zuniachst Anis- 
aldehyd C,H, - OCH, - CHO - (1,4) mit 2,5-Dimethylpyrrol-3-car- 
bonsiiureester, der ja schon Feist als Ausgangsmaterial ftir seine 
Untersuchungen gedient hatte. Die Kondensation fithrten wir 
entsprechend der Feistschen Vorschrift aus und erhielten das 
Priiparat in schon krystallisiertem Zustande. 
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Kondensation des 2,5-Dimethylpyrrol-3-carbon- 
siureesters mit Anisaldehyd. 


) g des Esters werden mit 5 g Anisaldehyd versetzt und 
die Mischung im Schwefelsiiturebad erhitzt. Bei ca. 100° C. 
schmilzt die Masse vollkommen zusammen. Bei 110° C. werden 
0,5 g feingepulvertes Kaliumbisulfat eingetragen. Unter hiiufigem 
Umschiitteln erhitzt man weiter bis 140° C., wobei das Pro- 
dukt sich dunkelrotbraun firbt. Man Jabt erkalten, treibt den 
iiberschiissigen Anisaldehyd mit Wasserdampf ab und krystalli- 
siert das zurtickbleibende koérnigkrystallinische Produkt aus 
Alkohol um. Das rein weife und schon krystallisierte Praparat 
ist sehr bestandig. Fp. 199—200° C, (korr.). 

Es ist leicht loslich in Alkohol, fast unléslich in Wasser, 
ziemlich leicht in Ather und Benzol, schwerldslich in Petroliither. 

Zur Analyse wurde bei 100° tiber Phosphorpentoxyd und 
20 mm Druck zur Gewichtskonstanz getrocknet. 

0,1653 g Substanz gaben 0,4159 g CO, und 0,1067 g H,0. 

00,2205 g Substanz gaben 13,7 cem N bei 25° und 
721 mm Hg. 


3erechnet fiir C,,H,,0,N, (452,28): Gefunden : 
C. 68,99 /o 6862/0 
H 7,13 °/o 7,22/o 
N 6,20°%/o 6,65/o. 


Da auch dieses Kondensationsprodukt bei der Oxydation 
noch nicht einwandfrei die Merkmale des Analogons eines Tri- 
phenylmethanfarbstoffs bot, gingen wir auf die Kondensation mit 
Dimethylamidobenzaldehyd tiber, der ja nach den Farbenreak- 
tionen der von uns untersuchten Pyrrole das geeignete Material 
sein mubte. 

Die Kondensation des gleichen Pyrrolderivats mit p-Di- 
methylamidobenzaldehyd ergab mit Kaliumbisulfat ein nur un- 
sicheres Resultat und minimale Ausbeuten. Wir haben deshalb 
zu seiner Darstellung ein anderes Verfahren ausgearbeitet, das 
zuerst an der schon ausgeftihrlen Kondensation mit Anisaldehyd 
geprift wurde. 

2,0 g 2,5-Dimethylpyrrol-3-carbonsiiureester werden mit 
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2.0 g Anisaldehyd in 35 ccm Alkohol am RiickfluBkiihler auf 
dem Wasserbad gelést und in die heibe Lésung 1 ccm H,SO, 
eingetragen, die LOsung fiarbt sich sofort tiefdunkelrot. Reaktion 
sofort beendigt. Die dunkelrote Fliissigkeit wird in ca. 200 cem 
HO gegossen und mit NaOH schwach alkalisiert, wobei ein 
hellroter Niederschlag und ein Ol entsteht. Nach Verlauf einiger 
Stunden krystallisiert das Kondensationsprodukt noch mit Anis- 
aldehyd verunreinigt aus. Zweimal aus Alkohol umkrystalli- 
siert, zeigte es ebenfalls den Schmelzpunkt 199—200° C., 
Ausbeute 1,4 g. 


Kondensation des 2,5-Dimethylpyrrol-3-carbonsiiure- 
esters mit p-Dimethylamidobenzaldehyd. 


2,0 g des Esters wurden mit 4,0 g des Aldehyds in 30 cem 
Alkohol am Riickflubkiihler gelést und 1 cem H,SO, schnell ein- 
eetragen. Rotfiirbung. Die noch heifbe L6sung wird sofort in 
200 ccm H,O gegossen, es entsteht eine rotliche Farbung und nach 
einigen Minuten Stehen krystallisiert die gréBte Menge des nicht 
in Reaktion gegangenen Aldehyds aus. Es wird nach einigem 
Stehen abgesaugt, die Fliissigkeit mit NaOH bis zu kongonegativer, 
lackmussaurer Keaktion versetzt, wobei einneuer, rétlicher Nieder- 
<chlag, der jetzt aus dem Reaktionsprodukt und wenig Aldehyd 
besteht, sich abscheidet (Fraktion II). Von diesen wird wieder ab- 
gesaugt und die Fliissigkeit alkalisiert, wodurch als III. Fraktion 
fast reines Kondensationsprodukt zur Abscheidung kommt. 
Hraktion II und IIL aus Alkohol mehrmals umkrystallisiert, er- 
geben weibe Krystalle vom Fp. 239° C. Ausbeute 1,1 g. Das 
Produkt ist gegen O sehr empfindlich und zeigt schon nach 
einigem Stehen Rotfiirbung. Es ist méBig leicht in Alkohol, 
sehr schwer in Wasser, nur wenig in Ather, in Benzol und 
Petrolither sehwer léslich. 

Zur Analyse wurde bei 100° tiber Phosphorpentoxyd 
bet 20 mm Druck zur Konstanz getrocknet. 

I. 01447 g Subst. gaben 0.3660 g CO, und 0,1012 H,O 
O1497 » » 12,95 cem N bei 21° C. und 720 mm Hg 

Il. 0.1637 - 0.4135 g CO, und 0,1147 H,O 

HT. 01937 » » 0,4895 » CO, und 0,1354 H,0. 


ee 
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Berechnet Gefunden: 

fiir C,,H,.N,0,: I. IT. Hi. 
C. 69,63 °/o 68,98%o 68,90°o 68,92 %/o 
H 7.98 °/o 7,83°% 0 7,84°/0 7,82 %/o 
N 9,03 °/o 9.38 9/o ~—- = 


Kir die Analysen dienten Substanzen von 3 verschiedenen 
Darstellungen. Zu den letzteren beiden Darstellungen wurden 
die Ausgangsmaterialien aufs sorgfiiltigste gereinigt. Warum 
die C-Werte etwas zu niedrig sind, kénnen wir nicht angeben. 

Das Kondensationsprodukt des 2,5-Dimethylpyrrol-3-car- 
bonsaureesters mit p-Dimethylamidobenzaldehyd haben wir zum 
Karbstoff oxydiert, um seine Eigenschaft niiher zu studieren. 


Darstellung des Farbstoffs. 

0,1 g des Leukofarbstoffs wurden in 5 ccm Alkohol gelost 
und mit 3 cem 10°/oiger Eisenchloridlésung versetzt. Zur Sicher- 
heit wurde noch auf dem Wasserbad kurze Zeit erwiirmt. Sofort 
tritt intensive Dunkelrotblaufiirbung ein. Der Farbstoff wird 
aus der verdiinnten wiisserigen LO6sung zweimal mit CHCI, aus- 
geschittelt. Danach gab Zusatz von neuem Eisenchlorid zum 
Ausgeschiittelten keine stiirkere Rotfiirbung mehr. Chloroform- 
extrakt zuniichst auf dem Wasserbad eingeengt, dann an der 
Luft vollkommen eingetrocknet. Es hinterbleibt ein harter, 
dunkelroter, im auffallenden Licht griinschimmernder, metallisch 
glinzender Farbstoff, der sehr leicht in Alkohol, Chloroform 
und auch in Wasser loslich ist. Mit H,O verdiinnt, zeigte er 
noch intensive Rotfirbung und folgendes Spektrum. 
Konzentration 1: 100000, Schichtdicke 15 mm = 608—556 uu 


» 1 : 100.000, > 50 » = 620—506 » 
> 1: 10000, » 10 » von661anrechte 


Seite des Spektrums geléscht. 

Der Farbton und die Intensivitiit der Firbung entspricht 
ungefiihr der des reinen Fuchsins. Spricht schon diese Inten- 
sivitiit der Farbung (die Intensivitiét der Triphenylmethanfarb- 
stoffe tibertrifft diejenige der Farbstoffe aller anderen Klassen bei 
weitem) fiir die Analogie mit der Konstitution der Triphenyl- 
methanfarbstoffe, so wird dies zur Gewifheit unter Beritick- 
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sichtigung der tibrigen Eigenschaften, die dem Charakter nach 
mit dem des Siiurefuchsins (Natriumsalz der Rosanilinsulfo- 
siiure) tibereinstimmen. Gegen saure Reagenzien findet ein 
Umschlag der Farbe nicht statt, wohl aber bei der Kinwirkung 
von Alkalien, besonders Natronlauge. 

Beim Neutralisieren oder Ansiiuern tritt die urspriingliche 
Kirbung wieder auf. Die Reduktion zur Farblosigkeit der 
Losung mit Zinkstaub (schon in der Kiilte) und die Reoxyda- 
tion, teilweise schon an der Luft nach einiger Zeit, schneller 
beim Aufgiefen der farblosen Reduktionsl6sung auf Papier, kurz 
alle damit vorgenommenen Reaktionen reihen den Farbstoff in 
die Gruppe der dem Triphenylearbinol &hnlichem Korper ein. 

Nach seinen Eigenschaften steht der neue Farbstoff 
zwischen der Rosolsiure und dem Rosanilin. 


p CH, CH, 
| eon 30H |“ Hsu; 
C(OH) ) ©, HOH C(OH) ) C,H,NH, 

a C,H,OH C,H,NH, 


Dies Verhalten und auch speziell die Gleichheit der Re- 
aktionen mit dem Siiurefuchsin stimmen mit seiner Herkunft 
iiberein: es ist ein Siéiurefarbstoff (Carbonsiiure), der Ahnlich- 
keiten sowohl mit dem Oxytriphenylearbinol, als auch mit den 
Aminoprodukten (NH-Gruppe) zeigt. 

Weiter haben wir Hemibilirubin mit p-Dimethylamido- 
benzaldehyd unter analogen Bedingungen kondensiert, um einen 
Begriff zu bekommen tiber die Menge des Farbstoffs, die man 
beim Versetzen von Urinen mit Ehrlichs Reagens erhalten kann. 


Darste ‘Hung des Farbstoffs aus Hemibilirubin 
p-Dimethylamidobenzaldehyd. 


0.5 g Rohhemibilirubin und 0,5 g Dimethylamidobenz- 
aldehyd werden in 15 ecm absolutem Alkohol gelést und in die 
heiBe Losung 0,5 ecm konzentrierte Schwefelsiure eingetropft. 
Sofort tritt intensive Violettfiirbung auf. Nach Eingiefen in kaltes 
Wasser und Abstumpfen der freien Séure fallt ein violettes 
Harz aus, von dem dekantiert wird. Durch Alkalischmachen 
mit Natronlauge (Farbenumschlag in Gelb) wird die Haupt- 
menge des Aldehyds abgeschieden, der Rest wird durch zwei- 
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maliges Ausschiitteln mit Chloroform entfernt. In diesem Ex- 
trakt sind nur Spuren von Farbstoff enthalten. 

Man saéuert nun wieder an und extrahiert mit Chloroform. 
Der beim Abdunsten erhaltene Korper wurde mit Alkohol gelést, 
mit Wasser verdinnt und mit wenig Eisenchlorid versetzt. 

Durch Ausschiitteln mit Chloroform wurde dann der Farb- 
stoff gewonnen. 

Auch dieser Farbstoff besitzt ungeheure Firbekraft. Eine 
Losung 1: 100000 war noch stark gefirbt. 

Spektroskopisch zeigt er zwei schOn ausgepriigte Streifen 
in orange und grin. 


Konzentration 1: 100000 Schichtdicke 15 mm I. (sehwach) A = 588 —566 uu 


Il. (stark) » == DUS—483 > 
1: 100000 . 5D » I. » == §91—5dd >» 
II, > = 506—480 
1: 10000 > 10 » IL. ? 628—554 » 
II. » == 531—480 >» 
> 1: 10000 > dO » von A = 668 uu nach rechts 


vollkommene Verdunklung. 

Der Farbstoff, in Wasser schwer, in Siiuren leichter mit 
violetter Farbe, in Alkalien spielend léslich mit briiunlichgelber 
Karbe reiht sich in seinen charakteristischen Reaktionen dem 
obigen Farbstoff an. Er ist eine rotviolette Farbséure, die 
sehr alkaliemplindlich ist; schon mit verdiinnter Soda oder 
Ammoniaklésung schliigt die violette Farbe in braungelb um. 
Im iibrigen zeigt er ganz die analogen Reaktionen und Um- 
schlige der FarblOsungen wie der oben beschriebene Farbstoflf. 

Insbesondere vollzieht sich die Reduktion des violetten 
Farbstoffs zur Farblosigkeit (mit Zinkstaub neutral) und die 
Riickoxydierbarkeit ganz wie bei den ‘Triphenylmethanfarb- 
stoffen. Der riickoxydierte Farbstoff zeigt wieder die charakte- 
ristischen Eigenschaften des urspriinglichen Farbstoffs. 

Der Hemibilirubinfarbstoff ist jedoch vie! farbschwicher 
als der rote Farbstoff, wahrscheinlich, weil er noch Leuko- 
farbstoff enthiilt. 

Um diese Annahme zu priifen, haben wir 0,05 g Hemi- 
bilirubin in wenig Ammoniak gelOést und die Losung mit aus- 
gekochtem H,O auf 500 ccm gebracht. 
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Von dieser Stammldsung wurden Verdtinnungen auf die 
Hiilfte in fallender Reihe von 1: 10000 bis 1: 2560000 her- 
vestellt und die auf gleiches Volumen gebrachten Verdiinnungen 
mit '/2 cem Ehrlichs Reagens versetzt. Es zeigte sich noch 
schwache Kotfarbung bis zur Verdiinnung 1 : 640000, in einer 
Stiirke, die bei Verdiinnung des dargestellten Farbstoffs schon 
bei 1: 160000 eintrat. Dieses Verhalten weist darauf hin, 
dal} der oben beschriebene Farbstoff noch Leukoprodukt in 
betrachtlicher Menge enthalt. Auberdem ist natiirlich auch még- 
lich, dafi die Kondensation mit H,SO, in alkoholischer Losung 
partiell nach einer andern Richtung verléuft, wofiir ja auch 
das verschiedene spektroskopische Verhalten spricht. 

Spektroskopisches Verhalten der Losungen des Farbstoffs 
aus dem angefiihrten Versuch. 

Konzentration 1: 10000. 

Schichtdicke 10 mm A = 626—532 uu 
1) » dX’ = 621—518 uu 
dO» ab 650 uu Verdunklung. 





Vergleicht man diese Angaben mit dem spektroskopischen 
Befund (S. 259), so ersieht man auch daraus, dab die Inten- 
sivitiit der zuletzt angefiihrten LOsung eine wesentlich grOfere 
ist und ferner, daf «Streifen II» in dieser tiberhaupt nicht vor- 
handen ist (beide Lésungen ganz frisch untersucht).!) 

Es wiire natiirlich wiinschenswert gewesen, den Leuko- 
farbstoff aus Hemibilirubin und p-Dimethylamidobenzaldehyd 
in krystallisiertem Zustand darzustellen, um durch dessen Oxy- 
dation zum reinen Farbstoff zu gelangen, der ein absolutes 
Maf} fiir den Urobilinogengehalt wiire. Leider ist jedoch das 
Material zurzeit noch zu wertvoll, um diese Versuche, die 
zweifellos gréfere Mengen Hemibilirubin erfordern wiirden, 
durehzufiihren. Dieser Umstand macht gleichzeitig die Ver- 


') Die gleichen Verdiinnungen wurden mit derselben Menge Zn- 
Acetat in alkohol. Losung zur Priifung auf Fluorescenz versetzt. Nach 
lingerem Stehen in der Sonne zeigte sich Fluorescenz noch deutlich in 
der Verdiinnung 1: 1280000, angedeutet war sie noch bei 1: 2560000. 

Interessant ist, dafs fiir das «Urobilin» des Harns die Empfindlich- 
keitsgrenze nur zu 1:50000 von Schlesinger gefunden wurde. 
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wendung der Aldehydreaktion des Urins zu einer quantitativen 
Urobilinogenbestimmung unmdglich. Abgesehen davon_ hiitte 
diese zur Voraussetzung eine Methode, die gestattete, dem 
Urin das gesamte Urobilinogen in reiner Lésung zu entziehen. Mit 
unserer Methode der Chloroformausschiittlung des mit Natrium- 
bicarbonat versetzten Urins, die zweifellos an und fiir sich 
das bis jetzt einwandfreiste (iibrigens noch verbesserungsfiihige !) ) 
Verfahren darstelit, wird also dem Urin sicherlich nur ein 
Bruchteil des Gesamturobilinogens entzogen (vgl. oben). Sollte 
jedoch dieser zum Gesamtgehalt in einem konstanten Verhiiltnis 
stehen, so wire nach Erfiillung der ersten Bedingung eine 
quantitative Bestimmung auf diesem Wege ausfiihrbar. 

Zum Schluf fassen wir die Hauptergebnisse der vor- 
liegenden Untersuchung kurz zusammen: 

1. Urobilinogen wurde aus pathologischem Urin in krystalli- 
siertem Zustand dargestellt und mit Hemibilirubin identifiziert. 

2. Nicht stabile Pyrrole, zu denen die bis jetzt bekannten 
krystallisierten blutfarbstoffderivate und siimtliche bekannten 
Gallenfarbstoffderivate gehéren, gehen bei der Zersetzung im 
Reagenzrohr sowohl als im Organismus nach den klinischen 
Proben in Urobilin tiber. 

3. Als nicht stabil erwiesen sich alle von uns untersuchten 
Pyrrole, die ein an einem Ring-C-Atom nicht substituiertes 
H-Atom besitzen. 

4. Alle diese nicht stabilen Pyrrole geben die Ehrlichsche 
Reaktion mit p-Dimethylamidobenzaldehyd. 

5. Nach Einfiihrung koérperfremder Substanzen in den 
Organismus beweist der positive Ausfall der klinischen Uro- 
bilinogen- und Urobilinproben nichts ftir das Vorliegen von 
«Urobilinogen» und «Urobilin». 

6. Auch bei negativem Ausfall der Aldehydreaktion kann doch 
‘Urobilinogen» in betriichilicher Menge im Urin vorhanden sein. 

7. Der der Ehrtichschen Aldehydreaktion zugrunde 
liegende Farbstoff ist ein Dipyrrylphenylmethanfarbstoff, der 
sekundér aus der zugehérigen Leukobase hervorgeht. 


') vgl. Anmerkung S. 249. 











Uber die Wanderungen von Betain in Pflanzen bei einigen 
Vegetationsvorgangen. 
Von 


Vi. Stanék. 


(Vorgelegt der kinigl. bohm, Ges, der Wissenschaften am 10, Marz 1911.) 


Der Redaktion zugegangen am 17, September 1911.) 


In meiner letzten Arbeit tiber Betain (Diese Zeitschrift, 
Bd. 72, S. 402, 1911) habe ich festgestellt, daB diese Substanz 
in denjenigen Pflanzenorganen angehiiuft ist, in welchen man 
auch die regste physiologische Tatigkeit bemerkt, in den Blattern 
und griinen Spréblingen. Ich schlofb daraus, dafi dem Betain 
in dem gesamten Stickstoffwechsel der Pflanze eine bedeutende 
Aufgabe zuteil wird, und versuchte auch die Wanderungen von 
Betain bei den einzelnen Vegetationsvorgiingen, besonders wih- 
rend des Keimens, des Wachstums, des Reifens und Absterbens 
der Pflanze zu verfolgen. 

Kei der Bestimmung von Betain habe ich die bereits ein- 
gehend geschilderte!) analytische Methode angewendet. 

Wiihrend meiner letzten Arbeit beobachtete ich bereits, 
dafi die jungen Friihlingsblaitter von Lycium und Atriplex 
canescens einen bedeutend héheren Betaingehalt aufwiesen, als 
die alten Herbstblatter; nun versuchte ich nachzuweisen, ob 
dies auch bei gleichzeitig gesammelten, jedoch verschieden alten 
Blittern von demselben Individuum der Fall ist. 

Zu diesen Versuchen wahlte ich die Zuckerriibe und ver- 
folgte zugleich das Verhiiltnis zwischen dem gesamten Stick- 
stoff und Betainstickstoff in Blittern und Stielen. 

Die blaitter wurden am 1. September 1909 gepfliickt und 
zwar als «iiufere Bliitter»> die drei éufersten Reihen als 
-innere Bliitter» die kleinen blitter des Krautherzens, soweit 


1) |. ¢. 
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sie noch eine Trennung der Blattsubstanz vom Stiel gestatteten. 
Zum Stiele wurde auch die Mittelrippe genommen, wiihrend 
die Nebenrippen mit der Blattsubstanz zusammen verarbeitet 
wurden. Die Analyse ergab folgendes Ergebnis: 


























Trockensubstanz In der Trockensubstanz 
der frischen | gesamter ‘ Betainstickstoff 
. . Betain’ vom gesamten 
Organe Stickstoff °° oR. Bie 
8 Stickstoff 
Vo oe Oly Og 
——— 
Auffere Stiele ... 12.62 0.92 1.32 14.90 
Innere Stiele .. . 17.34 3.27 | 4,68 14.85 
Aufere Blattsubstanz 15,42 3.36 2.22 6.87 
Innere Blattsubstanz 21.98 5,12 D,10 10.36 


Der Versuch bestiitigte den friiheren Befund. 

Die éuBberen, erwachsenen Blitter hatten viel weniger 
Betain als die jungen, inneren Blatter, die noch unter Ent- 
wicklung standen. Auch der bereits friiher beobachtete hohe 
Gehalt von Betain im Verhiltnis zum gesamten Stickstoff in 
den Blattstielen hat sich gezeigt. Zur Ermittlung des Einflusses, 
welcher das Ableben der Blatter zur Folge hat, habe ich ge- 
meinsam mit diesen analysierten blattern auch die vergilbten 
untersucht. !) 

Ich nahm nur frische, unverwelkte Blitter von derselben 
Pflanze zur Untersuchung, welche von den benachbarten griinen 
Bliittern sich nur durch ihre lichte, grtinlich-gelbe Farbung unter- 


schieden. 
Es wurde wiederum die Blattsubstanz von den Stielen 


























gesondert. 
In der Trockensubstanz 
Trocken- gesamter | Betainstickstoff 
substanz “accket-ee | Betain vom gesamten 
Stickstoff | Stickstoff 
V5 °/o | 0 0 0 0 
Blattstiele .... 9,34 0.09 0.50 8.76 
Blattsubstanz.. . 12.80 1,12 0.40 3,70 








') Das Vergilben der Blatter ist ein Zeichen, dafi die Ribenwurzeln 
reif werden; es zeigt sich zuerst an den duferen Bliittern und schreitet 


nach ionen den Herzbliittern zu. 





?, 
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kin Vergleich der chemischen Zusammensetzung der Blatt- 
substanz und der Stiele der (iiuberen) griinen und yelben Bliitter 
beweist, dab withrend des Ablebens die stickstoffhaltigen Stoffe 
aus diesen Organen sich verlieren. Da der Gehalt an Betain- 
stickstoff im Vergleich zum gesamten Stickstoff etwa auf die 
Hilfte sinkt, scheint es wahrscheinlich, dab das Betain von 
groberer Wichtigkeit fiir die Pflanze ist, als die anderen Stick- 
stoffverbindungen, von welchen sie mehr in den ablebenden 
blattern hinterlieB. 

Dieselbe Beobachtung habe ich auch bei zwei anderen 
Pilanzenarten gemacht, naimlich bei Lycium und Atriplex patula. 
Die Blatter wurden im September 1909 gesammelt, und zwar 
nachdem es mehrere Tage lang nicht geregnet hatte, um vor dem 
Einwande des Auslaugens von Betain durch das Regenwasser 
sicher zu sein. 

Es wurden je zwei womdglich gleich grofe, benachbarte 
Blatter gepfliickt, ein ganz griines und ein gelbes, jedoch nicht 
verwelktes. 

Die Analyse ergab: 














In der Trockensubstanz 
sae Trocken- Betainstickstoff 
Blatter | substanz | Stickstoff Betain vom gesamten 
Stickstoff 
0 i) 0 0 9 V/9 
Lycium griine 19.60 3.29 2 46 7.76 
barbarum gelbe 17,30 1.55 0.50 3.36 
Atriplex griine 21.80 4,05 3,38 8,68 
patula gelbe 20,80 1.89 1,21 6,60 











In beiden Fallen beobachteten wir eine betrachtliche Ver- 
minderung des Betaingehaltes in der Trockensubstanz der gelben 
Blitter und ein Abnehmen des Betainstickstoffs im Verhiiltnis 
zum gesamten Stickstoff. 

Dieselbe Erscheinung wie bei dem Ableben der Blatter 
zeigt sich auch bei dem Reifen der Friichte, was an den Friichten 
von Lycium festgestellt wurde. 

Da diese Pflanze gleichzeitig reife und unreife Frichte 
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triigt, konnten beide an demselben Strauche gesammelt werden. 
Die Samen liefen sich nicht vom Fruchtfleisch quantitativ ab- 
-ondern, deswegen wurden die Friichte im ganzen analysiert. 











EEE EEE ee pa ae 
a a ae In der Trockensubstanz 
Frit) der - | Betainstickstoff 
rucnte italiane Sotistite Stickstoff | Betain | vom gesamten 
- | Stickstoff 
0 0 9/9 9/9 0 ly 
Griin 2.00 3,92 2,43 6,44 
Reif 19,03 378 | 1,89 5,17 








Auch in den Stengeln der Samenriiben findet eine Ab- 
nahme von Betain nach Beendigung der vegetativen Titigkeit 
statt. Die Trockensubstanz eines Riibenstengels wihrend der 
Bliitezeit im August hatte 1,42°/o Betain; nachdem die Samen 
reif geworden, am Ende September, nur noch 0,27°/o. 

Alle diese Tatsachen beweisen, da nach Beendigung der 
vegetativen Titigkeit das Betain aus den reifen Organen ver- 
schwindet und wahrscheinlich in die Mutterpflanze zuriick- 
wandert. Es scheint nicht annehmbar, dafi das Betain wahrend 
des Reifens zersetzt wird, da in den angefiihrten Organen keine 
Spur von Trimethylamin (durch Destillation mit Magnesia) nach- 
gewlesen werden konnte, welches stets als das erste Spaltungs- 
produkt von Betain erscheint. Meine weiteren Versuche betreffen 
die Ermittlung der quantitativen Veraénderungen des Betain- 
sehaltes wahrend des Keimens, sowie die Frage, ob das Betain 
bereits wihrend des Keimens sich bildet, und da die Anhiufung 
von Betain in den griinen Pflanzenorganen (blattern und Stengeln) 
auffallend erscheint, versuchte ich zugleich den EinfluB des 
Lichtes festzustellen, welches bekanntlich die Bildung des Blatt- 
griines bedingt. 


Versuche mit Gerste. 


Das Korn hatte 85°/o Trockensubstanz und 0,05°/o0 Betain. 
[m April wurden in zwei Blechschalen, welche mit Ackererde 
auf etwa 3 cm hoch gefiillt waren, je 100 g Korn, entsprechend 
0,05 g Betain, gesiit. Eine Schale wurde mit Glas bedeckt, 
die andere mit einer fiir das Licht undurchdringlichen Platte. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXAXYV. 1s 








266 


Nach 20 Tagen wurden die jungen Pflanzen oberhalb der 
Erde abgeschnitten und (ohne Wurzel) analysiert. 
nn ___________________________y} 


Vi. Stanék, 

















Gewicht | Gewicht ___In der Trockensubstanz 
der der | _Betain- 
Pflanzen } frischen | Trocken- Stickstoff | Betain prs 
é' gesamten 
Substanz | substanz | Stickstoff 
g g % | g | Yo} g %/o 
| | | 
| | | 
Griin 267.0 15.5 4,26 | 0,66 | 0,64 | 0,099 1,64 
| 
Etiolisiert] 2500 16,0 4,06 | 0,65 | 0,62 | 0,099 | 1,58 











Es zeigte sich fast kein Unterschied in der Zusammen- 
setzung der Trockensubstanz der Pflanzen und die Etiolisation 
scheint ohne Einflu8 zu sein. Die gesamte Menge von Betain 
erhéhte sich betrichtlich; die oberirdischen') Organe selbst 
enthielten schon zweimal so viel davon, als in dem Korn ein- 


gesiit wurde. 
Versuch mit Riibensamen. 


Betain wurde in jungen keimenden Pflanzen (83—6 Tage 
alt) bestimmt, welche bei der Ermittelung der Keimféahigkeit 
aus den Samenkniueln ausgezogen worden waren.?) 

Die Trockensubstanz der Samen mit einem Keim von 
etwa 10 mm Lange enthielt: 

5,01 °/o Stickstoff, 
0,61 °/o Betain. 

Die Samen selbst enthielten vor dem Keimen in der 

Trockensubstanz 
3,47°/o Stickstoff, 
0,18°/o Betain. 





') Nach dem Abschneiden der jungen Pflanzen wollte ich noch 
eine zweite Ernte ziichten und sodann auch die Wurzeln analysieren. 
Dieser Versuch miflang, indem die Vegetation von Schimmelpilzen be- 


troffen wurde. 
*) Etwa 15 ¢ dieser (getrockneten) Keimlinge erhielt ich von H. E. 


Vitek, Vorstand der Kontrollstation der Samenziichter, dem ich meinen 


besten Dank sage. 
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Auch in diesem Falle stieg wiéhrend der kurzen Vege- 
tationsperiode die Menge von Betain sehr betriichtlich. Es ist 
jedoch nicht ausgeschlossen, daB hier das Betain der Samen- 
hiille, welche etwa 1,5°/o davon in der Trockensubstanz ent- 
halt, direkt assimiliert wurde. Da die ausgeschiilten Samen 
meistens mechanisch beschadigt werden, habe ich zu weiteren 
Versuchen die Samen von anderen betainreichen Pflanzen 


gewahlt. 


Versuche mit Samen von Amaranthus caudatus. 


a) Zweimal je 20 g von reinen, ausgeschiilten Samen mit 
0,13°/o Betain (= 0,026 g) wurden auf pordsen Tellern gesit, 
welche in Schalen mit Wasser hingestellt wurden. Der eine 
wurde mit einer Glasglocke bedeckt, der andere mit einer 
Blechglocke. 

Nach 8 Tagen, nachdem die Pflanzen schon zwei rotge- 
firbte Blatter zeigten, wurden sie samt Wurzeln getrocknet 
und in der Trockensubstanz das Betain bestimmt. Die be- 
lichteten Pflanzen hatten 0,06 g Betain (0,30°/o der verwen- 
deten Samen) entsprechend einer Zunahme von 0,034 g oder 
0,17°/o. Bei den etiolisierten Pflanzen fand ich 0,036 g Betain 
(= 0,18 °/o), was einer Zunahme von 0,010 g oder 0,07°/o ent- 
spricht. 

b) Bei diesem Versuche wurde unter sonst gleichen Be- 
dingungen eine Vegetationsperiode von 12 Tagen eingehalten 
und die Pflanzen hatten schon deutlich griine Blatter. Linger 
konnte ich nicht warten, da die etiolisierten Pflanzen anfingen 
schwarz zu werden. Die Analyse ergab: 

in den belichteten Pflanzen 0,066 g Betain = 0,33°/o, 
» » etiolisierten » 0,034 » > x LEFT. 

Auch in diesem Falle stieg die Menge von Betain wiih- 
rend der ersten Vegeiationsperiode, und es konnte auch ein 
gewisser Einflu8 der Belichtung wahrgenommen werden. Da 
die Moéglichkeit einer Aufnahme von Betain von aufen her, 
wie bei den Riibensamen, ausgeschlossen war, kann man folgern, 
daB die Pflanze es selbst gebildet hat, und folglich es auch 


schon in den ersten Vegetationstagen bedarf. 
18* 
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Die Frage, ob das Betain aus anderen stickstoffhaltigen 
Substanzen des Samens oder durch Assimilation des Stickstoffs 
der Umgebung entstand, wozu einige Milligramm des Stick- 
stoffs, welcher auch der oft ammoniakhaltigen Laboratoriums- 
luft entstammen konnte, geniigten — kann ich in Anbetracht 
der minimalen Menge nicht entscheiden. Es wird notwendig, 
den Versuch unter zweckmifigeren Bedingungen und mit einem 
mehr geeigneten Material zu wiederholen,!) wobei auch die 
anderen Formen des Stickstoffs, insbesondere die Proteine be- 
riicksichtigt werden. Auch scheint es mir von Wichtigkeit, fest- 
zustellen, ob die Proteine der betainhaltigen Pflanzen durch 
Oxydation oder Hydrolyse das Betain liefern. 


Versuche mit Zuckerritibenwurzeln. 


6 Riibenwurzeln, im ganzen 4,450 g, wurden auf der Reibe 
zerkleinert und der Riibenbrei analysiert. 

Gefunden: 19,2 °/o Zucker, 27,2°/o Trockensubstanz. In der 
Troekensubstanz 1,26 °/o Stickstoff und 0,81°/o Betain. Zweimal 
je 6 Riibenwurzeln von derselben Probe, von dhnlicher Form 
und iihnlichem Gewicht wurden in 2 GefaéBe mit nassem Sand 
eingesetzt. Das eine GefiiS wurde mit Glas, das andere mit 
Blech bedeckt. Die Riiben unter dem Glas wogen im ganzen 
4,300 g, die andere Partie 4,500 g. Der Versuch fing Mitte Miirz 
1910 an. Nach einer 30tiigigen Vegetationsperiode wurden 
die Bliitter dicht am Riibenkopfe abgeschnitten, und die Wurzeln 
zu weiteren Versuchen im Sande belassen. Die geernteten 
Blatter wurden gewogen, getrocknet und analysiert. 


') R. Engeland (Diese Zeitschr., Bd, 67, S. 403) und E. Schulze 
und G. Trier (Diese Zeitschr., Bd. 67, S. 46) weisen auf die Méglichkeit 
hin, daf§ die Betaine aus Spaltungsprodukten der Eiweifstoffe sich bilden 
kénnen. Als die zitierte Arbeit erschien, waren meine Versuche bereits 
beendet. Ich beabsichtige, weitere Versuche mit knospenden Trieben 
eines betainhaltigen Strauches vorzunehmen. 
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Erste Ernte. 
Gewicht Gewicht 7 o der In der Trockensubstanz 
der der Trocken- Pith Riise litte 
aitter | frischen | Trocken- | substanz in sia — 
sian °5<-Seraabeell Sul yote ae Stickstofl Betain 
Substanz | substanz | der frischen 
g o Substanz 0% o Of ¢ 
Belichtet 240.0 31,3 13,05 532 | 1,66 | 7,77 | 2.43 
Etiolisiert 198.0 18,5 9 OD 5.15 | 0,49 | 7,16 | 0.95 














Nach weiteren 30 Tagen erfolgte die zweite Ernte. 














eciil alee —_<_<$__— a aeeemmniiaiienianeantialieeniinen eel 
ee eat 0/ a os 
Gewicht | Gewicht S/o det In der Trockensubstanz 
der der lrocken- 
sliitter frischen | Trocken- | substanz in ait ; 
Blt TISC rock ubsta Stickstoff Betain 
Substanz | substanz | der frischen 
g g Substanz 0/9 ‘ 01) - 
2 tw) / tw) 
Belichtet 147.0 17,8 12,1 5.51 0,98 | 7,84 | 1,40 
Etiolisiert 145.5 12.2 8.1 4,60 | 0,56 6,62. 0,81 














Nach der zweiten Ernte wurden die Wurzeln noch 20 Tage 
lang im Sande belassen, um noch die dritte Ernte zu erzielen. 
Dabei verdarben jedoch einige Wurzeln, und zwar 5 der be- 


lichteten und 1 etiolisierte. 


Dritte Ernte. 


























Gewicht | Gewicht S/o der In der Trockensubstanz 
der der [Trocken- se PRLS 
Blatter | frischen | Trocken- Jsubstanz von ad 
5: ; StICKS Beta 
Substanz | substanz | der frischen tickstoff etain 
g g Substanz 0/9 ¢ om g 
Belichtet 48,0 6,05 13,00 3,98 | 0,24 | 5,46 | 0,34 
Etiolisiert 148.0 12.60 8.06 4.60 0,60 5,50 | 0,71 














Nun wurden auch noch die verbliebenen gesunden Wurzeln 


analysiert. Ich 


fand: 











7 Mi cool In der Trockensubstanz 
ockensubstanz 
Wurzeln al — ; : 
von der Stickstoff Betain 
frischenSubstanz 9 Oy 
Belichiet . 20.2 1,03 O51) 
Etiolisiert 21.0 0.82 O45 
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Da ein Teil der Wurzeln verdarb, konnte die Bilanz des 
Stickstoffs nicht durchgefiihrt werden. Im ganzen grofen 
wurde in Ubereinstimmung mit den friiheren Versuchen iiber 
das Keimen der Samen bestiitigt, dab Betain ohne irgend welchen 
Zusammenhang mit der Bildung von Chlorophyll in die blatter 
libergeht. 

Die etwas geringere Menge von Betain in den etolisierten 
Blattern kann ungezwungen durch die geringere vegetative Tatig- 
keit erklirt werden. 

Der Betaingehalt der Trockensubstanz der Riibenwurzeln 
war in beiden Fiillen schlieBlich fast derselbe, zugleich jedoch 
im Verhiiltnis zum urspriinglichen Zustande der Wurzeln um 
0,30—0,35 vermindert, obzwar auch die Trockensubstanz 
wiihrend der Vegetation um 6—7°/o abnahm. Es ist klar, dab 
auch wiihrend des Wachsens der Riibe Betain in die Blitter 
wandert, wo die Pflanze es bedarf. Die Frage, ob wahrend 
dieses Wachstums betain neu gebildet wurde, oder blof eine 
Wanderung des vorhandenen stattfand, konnte ich infolge des 
Ablebens der Wurzeln nicht entscheiden.?) 

Als Ergebnis meiner Versuche finde ich: 

1. Die Trockensubstanz der jungen Bliitter enthalt mehr 
Betain als die Trockensubstanz der alten Blitter derselben 
Pflanze, und auch das Verhiltnis zum Gesamtstickstoff stellt 
sich bei den ersten hoher. 

2. Bei dem Reifen und Ableben der Pflanzenorgane ver- 
schwindet das Betain gleichzeitig mit den anderen Stickstoff- 
arten. Doch vermindert sich dabei zugleich das Verhiiltnis 
zwischen Betainstickstoff und gesamtem Stickstoff. Da das 
wahrscheinlichste Zersetzungsprodukt von Betain, das Tri- 
methylamin, gleichzeitig nicht nachgewiesen werden konnte, ist 
es annehmbar, daf Betain nach Beendigung der vegetativen 
Tiitigkeit der Organe in die Mutterpflanze zuriickwandert — 
ein Beweis, dafi Betain kein Abfallprodukt des Stickstoffwechsels 


‘) Das Ableben der jungen Pflanzen, welches meine Versuche un- 
angenelhim betraf, erklare ich mir durch Einwirkung der verunreinigten 
Laboratoriumsluft. Bekanntlich werden junge Pflanzen schon durch Spuren 


von Leuchtgas stark beschiidigt. 
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der Pflanze ist (die Vermutung von E. Schulze und E. Trier: 
Diese Zeitschr., Bd. 67, S. 46). 

3. Wihrend des Keimens der Samen wird Betain gebildet. 
Es eriibrigt, zu entscheiden, ob diese Bildung in den Reserve- 
stoffen oder in dem assimilierten Stickstoff ihre Quelle hat. 

4. Wihrend des Sprossens der Riibenwurzel wird Betain 
in den Bblittern angehiéiuft und verschwindet zugleich aus der 
Wurzel, wodurch wiederum seine Wichtigkeit bei den Vegeta- 
tionsvorgiingen bestitigt wird. 

5. Betain wird gebildet resp. angehauft auch ohne Wirkung 
des Lichtes in etiolisierten Blattern, woraus zu schlieben ist, 
daB es bei der Assimilation des Kohlenstoffs keine Rolle spielt. 

Die Aufgabe des Betains im Leben der Pflanze bleibt 
unaufgeklirt, sowie die Aufgabe der Alkaloide. Die Loésung 
dieser Frage wird noch weitere Studien erfordern. Vielleicht 
wird uns die Untersuchung der Proteine der _ betainhaltigen 
Pflanzen niher zum Ziele bringen, sowie die Erkennung der 
histologischen Lokalisation von Betain in den einzelnen Organen. 

Mit der erstgenannten Untersuchung bin ich beschaftigt, 
wihrend die zweite Aufgabe H. Mg. Pharm. E. Senft, Beirat 
des Landeskulturrates, ibernommen hat. 


Aus dem Laboratorium der Versuchsstation fiir Riiben- 
zuckerindustrie in Prag. 











: Bemerkung zu der Arbeit von H. Kylin: 
«Uber die griinen und gelben Farbstoffe der Florideen>. ‘) 


Von 


L. Marchlewski. 


(Der Redaktion zugegangen am 24. September 1911.) 


H. Kylin versuchte die Frage zu entscheiden, ob Florideen die 
beiden griinen Pflanzenfarbstoffe Chlorophyll und Allochlorophyll neben- 
einander enthalten. Es gelang ihm dies aber nicht und zwar infolge der 
Anwendung unzweckmiifiger Methoden. Das ihm zur Verfiigung stehende 
Material geniigte nicht, um Chlorophyllanséuren (Phytochlorine) bezw. 
Allochlorophyllansiiuren (Phytorhodine *)) zu isolieren. Zwecks der Identi- 
fizierung der beiden Chlorophylle empfiehlt sich mehr die Umwandlung 
derselben in Phyllocyanin bezw. Phylloxanthin. Der Versuch kann auch 
mit sehr geringen Mengen von Rohchlorophyllésungen *) ausgefiithrt werden 
und die Identifizierung des Phylloxanthins und Phyllocyanins auf optischem 
Wege macht keine Schwierigkeiten. Dafi der erstere Farbstoff vom Allo- 
chlorophyll und der zweite vom Chlorophyll herriihrt, haben die Unter- 
suchungen von Tswett und von mir und meinen Schiilern tibereinstimmend 
hewiesen, und die experimentellen Methoden, welche zu diesem Resultate 
fiihrten, waren grundverschieden. 


Krakau, den 21. September 1911. 


') Diese Zeitschrift, Bd. 74, S. 105. 

*) Bemerkt sei, dafi mit dem Namen «Phytorhodine» unzweckmafiger- 
weise sowohl Substanzen benannt wurden, welche vom Chlorophyll, als 
auch solche, welche vom Allochlorophyll abstammen. 

°) welche aus womdglich frischem Material herzustellen sind. 





—— 
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Uber Plasteinbildung. 
I. Mitteilung. 


Von 


A. Rakoezy. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Laboratorium der kais, St. Wladimir-Universitat in 
Kiew.) 
(Der Redaktion zugegangen am 16. September 1911.) 


Die ersten Autoren, die sich mit der Untersuchung der 
Danilewskischen Reaktion befabt haben — Okunew,') Law- 
row,?) Sawjalow,*) — nahmen an, daf die Fiihigkeit, Plasteine 
zu bilden, ausschlieBlich dem Labferment (Chymosin) zukommt; 
bald stellte es sich aber heraus, dafb der Saft der Bauchspeichel- 
drise eine analoge Wirkung auf Albumosenlésungen ausiibt 
Okunew,*) Delezenne und Mouton,*) Botazzi®)), ebenso 
der Magensaft des Hundes (Nencki und Sieber,’) M. Lawrow 
und Salaskin$)), der Magensaft des Menschen (Tedeschi, ’) 
Allaria!®)), Pepsinpriparate (Wait,!1) Lawrow!?)), verschie- 
dene Organextrakte verschiedener Tiere (Okunew,'!*) Niirn- 
berg,!) Botazzi), Papayotin (Kurajeff,!®) Saccharow'®)) 
und andere Fermente pflanzlicher Herkunft (Gerber!)) usw. 

') Okunew, Diss. St. Petersb. 1895 (russ.). 

*) Lawrow, Diss. St. Petersh. 1897 (russ.); Diese Zeitschr., Bd. 26. 

5) Sawjalow, Diss. Jurjew. 1899 (russ.); Pfliigers Arch., Bd. 85. 

4) Okunew, Wratsch 1900, S. 662 (russ.). 

) Delezenne und Mouton, C. rend. Soc. biol., Bd. 63, 8. 277. 
6) Botazzi, Arch. di Fisiol., Bd. 1, 8.453; Bd. 4, S. 317; Bd. 6, S. 169. 
‘) Nencki und Sieber, Diese Zeitschrift, Bd. 32, S. 291. 

8) M. Lawrow und Salaskin, Diese Zeitschrift, Bd. 36, 5. 277. 
*) Tedeschi, Biochem. Zentralbl., Bd. 3, S. 119 (Ref.). 

*) Allaria, Malys Jahresber., Bd. 37, S. 430 (Ref.). 

11) Wait, Diss. Jurjew 1905 (russ.). 

12) Lawrow, Diese Zeitschrift, Bd. d1. 

8) Okunew, Verhandl. russ. Arzte, 1901, S. 310 (russ.). 

14) Niirnberg, Hofmeisters Beitr., Bd. 4, 5. 543. 

15) Kurajeff, Hofmeisters Beitr., Bd. 1, S. 121. 

%) Saccharow, «Russkij Wratsch», 1902, Nr. 49 (russ.). 

17) Gerber, €, rend. Soc. biol., Bd. 66, S. 1122; Bd. 67, S. 322. 
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Siimtliche hier aufgezihlten, die Fiihigkeit, Plasteine zu 
bilden, besitzenden Substanzen hatten gleichzeitig auch eine 
milchkoagulierende Wirkung, d. h. enthielten nach der Vor- 
stellung von Hammarsten und dessen Anhingern Chymo- 
sin. Deshalb waren keine Griinde vorhanden, an der anfangs 
ausgesprochenen Meinung, da sich die Plasteine unter der 
Einwirkung des Chymosins bilden, zu zweifeln. 

Der Sachverhalt anderte sich aber nach dem Auftreten 
der Theorie von der Identitaét des Pepsins und Chymosins. 
Wenn die Forschungen von Pawlow und Parastschuk u. a. 
auch nicht alle Physiologen von dem Nichtvorhandensein des 
Chymosins tiberzeugt haben, so zeigten sie doch, dafi alle Lab- 
priiparate eine offenkundige oder versteckte proteolytische 
Wirkung besitzen und folglich vom dualistischen Standpunkt 
aus Pepsin enthalten. Wenn das nun aber einmal festgestelll 
war, so verloren alle friiheren Versuche ihre Bedeutung, da 
mit gleichem Recht angenommen werden konnte, dah die 
Danilewskische Reaktion, sowohl vom Chymosin, als auch 
von dem in den Labpriparaten enthaltenen Pepsin bedingt 
werde. Die mit dem Saft der Bauchspeicheldriise, dem Pa- 
payotin usw. angestellten Versuche bewiesen auch nichts; alle 
diese Substanzen wiesen nicht nur eine milchkoagulierende, 
sondern auch eine proteolytische Wirkung aut. 

Durch welches Ferment wird nun aber die Bildung der 
Plasteine hervorgerufen ? — Diese Frage ist von verschiedenen 
Forschern verschieden beantwortet worden. 

Nencki und Sieber haben die Vermutung ausgesprochen, 
dal} die Riesenmolekel des Magenferments eine besondere pla- 
steinbildende Seitenkette besitzt. 

M. Lawrow und Salaskin betrachten die Plastein- 
bildung, sowie die Milchkoagulation, als den Ausdruck der Re- 
versibilitiit der Pepsinwirkung; auch Pawlow!’) ist derselben 
Meinung. 

Sawjalow?®) hiilt die Milchkoagulation fiir das Resultat 
der direkten Pepsinwirkung, wihrend er die Plasteinbildung 


1) Pawlow und Parastschuk, Diese Zeitschrift, Bd. 42, 
*) Sawjalow, Diese Zeitschrift, Bd. 46, S. 307; Bd. 54, S. 
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iibereinstimmend mit letztgenannten Forschern als eine umge- 
kehrte, synthetische Keaktion auffabt und am_ allerwenigsten 
Griinde dafiir sieht, sie dem Chymosin zuzuschreiben, «wenn 
es tiberhaupt existiert. » 

Lawrow') liibt die Frage unentschieden und bezeichnet 
die Reaktion als eine Folge der Pepsin- resp. Chymosinwirkung. 
llammarsten?) gibt die Moglichkeit des Vorhandenseins eines 
selbstiindigen plasteinbildenden Ferments zu, wiihrend Oppen- 
heimer,*) sowie Fuld*) sogar daran zweifeln, ob man es 
hier tiberhaupt mit einem fermentativen Prozefi zu tun hat. 

Herzog®) untersuchte den hemmenden EinfluB des Anti- 
pepsins (Ascaridenprefsaft) auf die Plasteinbildung durch Pep- 
sin-, Trypsin- und Papayotinpriparate und erhielt positive Re- 
sultate, wihrend das Antipepsin auf die Milchkoagulation durch 
dieselben Priiparate keine hemmende Wirkung zeigte. Hieraus 
schlo6B er, dafi sich die Plasteine unter der Einwirkung der 
proteolytischen Fermente, nicht aber des Chymosins_ bilden. 
Die Herzogschen Versuche haben ihre Beweiskraft eingebiibt, 
seit es ihm in einer neuen Arbeit®) gelungen ist, eine hem- 
mende Wirkung desselben Ascaridenprebsafts auf die Milchkoa- 
gulation durch Pepsin- und sogar Labpriiparate nachzuweisen. 

Somit ist die Frage nach der Ursache, der man die Um- 
wandlung der Albumosen in Plasteine zuzuschreiben hiitte, bis 
jetzt noch nicht aufgeklart. 


In meiner friiheren Arbeit‘) bin ich auf Grund der in der 
Literatur niedergelegten Daten und meiner eigenen Versuche 
zu dem Schlusse gelangt, da die Frage von der Identitiit des 
Pepsins und Chymosins in Abhéngigkeit von Art und Alter des 
Tieres verschieden zu beantworten ist: bei den nicht zu den 


‘Y loc. 

*) Hammarsten, Lehrbuch d. physiol. Chemie, 7. Aufl., L910, 5. 448. 
3) Oppenheimer, Die Fermente, 1909, Spez. Teil, 5. 285. 

4) Fuld, Hofmeisters Beitr., Bd. 2, S. 169. 

5) Herzog, Diese Zeitschrift, Bd. 39, S. 305. 

®) Herzog, Diese Zeitschrift, Bd. 60, 5. 306. 

") Rakoezy, Diese Zeitschrift, Bd. 68, 5. 421. 
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Siiugetieren gehorigen Tieren und den erwachsenen Siiugern 
lassen sich die Erscheinungen der Milchkoagulation in Uber- 
einstimmung mit der Identitétstheorie durch die Wirkung nur 
eines Fermentes, des Pepsins, erkliren: man ist jedoch ge- 
zwungen, beim Kalbe und einigen anderen neugeborenen Siiuge- 
tieren das Vorhandensein des Chymosins zuzugeben. Von diesem 
Standpunkt aus erscheint die Frage, welches Ferment die Plastein- 
bildung hervorruft, zum Teil als schon a priori entschieden; 
wenn diese Reaktion durch Magensiifte erwachsener Siiuge- 
tiere (z. B. von Hunden) bewirkt wird, in denen nach unserem 
Dafiirhalten kein Chymosin enthalten ist, so kommt offenbar die 
Fiihigkeit der Plasteinbildung nicht ausschlieblich dem Chymosin 
zu. Sie kann dem Pepsin allein, oder dem Pepsin und Chy- 
mosin, oder endlich irgend einer dritten, die proteolytischen 
Fermente tiberall begleitenden Substanz angehéren. Zur LOsung 
dieser Frage sollen die im folgenden beschriebenen Versuche 
beitragen. 

Als Objekt ftir die Bestimmung der plasteinbildenden 
iihigkeit diente Pepton Witte in wiisserigen Losungen von 
verschiedener Konzentration und zwar von 10—20°/o bis zu 
i(9—)0°/o: die letzteren wurden durch Abdampfen von 20°/oiger 
Losung erhalten. Vor dem Versuch wurde die Peptonlésung 
mit HCl angesiiuert (auf 100 cem 15—20 ecm "/1-HCI), Je 
9 cem in Reagenzglischen gegossen und nach Zusatz von 1,0 
oder 0,5 eem des zu untersuchenden Saftes und 1 Tropfens 
Toluol die Reagenzgliischen verkorkt und in den Brutschrank 
gestellt. Nach Ablauf von 12—380 Stunden gaben die schwachen 
10—20°/ igen) LOosungen einen mehr oder weniger reichlichen 
Niederschlag, wiihrend die starken (40—50°/oigen) sich triibten 
und zu einer gelatindsen Masse gerannen. In Abhiingigkeit 
von der Kraft (Menge) des zugesetzten Saftes und von der 
Hauer seiner Wirkung verliiuft der Koagulationsprozeb ver- 
schieden und lassen sich mehrere Stufen desselben unter- 
scheiden. Diese Veriinderungsstufen entsprechen, wie ich mich 
iiberzeugen konnte, ziemlich genau der Menge der zur Bildung 
gelangten Plasteine, so dafh 2 Proben, die ceteris paribus die 
gleichen sichtbaren Veriinderungen aufweisen, die gleichen oder 
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einander nahe kommenden Niederschlagsgewichte geben. Zur 
Bestimmung der letzteren wurden in das Reagenzglas mit den 
gebildeten Plasteinen 2—35 Volumina kochendes Wasser ge- 
gossen; das Gemisch wurde nach Umschiitteln gekocht, auf 
ein Filter von bekanntem Gewicht gebracht und nach Aus- 
waschen mit Wasser, Spiritus und Ather das Filter mit dem 
Niederschlag getrocknet und gewogen. 

Die proteolytische Kraft der zu vergleichenden Siifte wurde 
nach Mett bestimmt, die koagulierende Kraft durch Zusatz 
von 1,0 ccm saurer Fermentlosung (" 20-HCl) zu 10 cem Milch 
bei 39 —40° C. 


A. Vergleichung von Saften mit gleicher milchkoagulierender bei ver- 
schiedener proteolytischer Kraft. 


1. Rinder- und Kalbsmageninfusionen mit "/20-HCl durch 
Verdiinnung mit HCl von gleicher Konzentration auf ein und 
dieselbe Koagulationskraft gebracht: 























EEE — ut 
Koagu-| Ver- |Plasteinbildende Wirkung (24 Stunden) 
© t 2] 
hati daut |- i : 
ANON H99 St)| 20°%/oige Pepton-  40°/oige Pepton- 
Sek. | mm losung lésung 
Rinderinfusion. . .f] 50 13. ‘Reichl. Niederschlag Festes Gerinnse! 
gekocht} x 0 Unverinder! Unverdndert 
Kalbsinfusion . . .] 82 2.0 |]Geringer Niederschl. > 
gekocht} «x (0) Unveriindert > 


2. Derselbe Versuch mit anderen Infusionen; jeder der 
zu vergleichenden Infusionen wurde ein gleiches Volumen der 
anderen gekochten zum Ausgleich der Salzmengen und anderer 
Beimengungen zugesetzt: 











Koagu- | Verdaut Plasteinbildende Wirkung 

lation | (12 St.) (12 Stunden) 

Sekund. | mm 45" oige Peptonlisung 
Rinderinfusion . 80 DD) Festes, triibes Gerinnsel 


Kalbsinfusion. . 7) 025 Keine Gerinnung, leichte Triibung 
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3. Gleiche Versuche mit anderen Infusionen: 























ons — acorns . nee a seemed 
Koagu-| Ver- Plasteinbildende Wirkung (18 Stunden) 
lation daut 10° : P , ey ~* ew 
. QS ige Pepton- ~ oo) : . 
(12 St.) ig elle, 45°/oige Peptonlésung 
Sek. | mm losung , 
Rinderinfusion} 40 7,0 }Reichl. Niederschlag Festes, triibes Gerinnsel 
Kalbsinfusion DO 1,0 |Unbedeut. > Verdickte, triibe Fliissig- 
keit 
Rinderinfusion}| 130 4,8 [Reichl. > Festes, triibes Gerinnsel 
Kalbsinfusion | 125 |ca.0,2|Geringfiig. — » Fast unveriindert 











4. Die Kalbsinfusion zwecks Trennung von Pepsin und 
Chymosin dialysiert: Niederschlagslosung (Pepsin) und Filtrat 
(Chymosin) auf die gleiche Koagulationskraft gebracht, sodann 
zu jeder der Losungen ein gleiches Volumen der anderen ge- 
kochten hinzugesetzt: 

















— i __—__— _——______] 
Koagu-] Ver- |Plasteinbildende Wirkung (24 Stunden) 
lati daut eae Caan Pe Caan ae em 
@t0N 118 Stjf 20°%oige Pepton- | 45°joige Pepton- 
Sob | mm lésung | lésung 
Niederschlagslésung 58 5,0 |Reichl. Niederschlag, Festes Gerinnsel 
Filtrat ......] 5d fea.0,1[Geringfiig. » Unverindert 
(iekochtes Gemisch.] «x 0 Unverandert > 











In diesen Versuchen haben wir einen gewissen Parallelis- 
mus zwischen plasteinbildender und verdauender Wirkung; sie 
schlieBen jedoch noch nicht die Beteiligung auch des Chymosins 
an dem ProzeB der Plasteinbildung aus: stark verdiinnte Kalbs- 
infusionen (Versuche 1, 2 und 3), sowie Chymosinlésung (Ver- 
such 4) gaben bei sehr geringer proteolytischer Kraft, besonders 
in verhiiltnismabig schwachen (10—20°/oigen) Peptonlosungen, 
Niederschliige. Ob nun diese Niederschliige als das Resultat 
der Wirkung geringer in den untersuchten Infusionen enthaltener 
Pepsinmengen oder des Chymosins selbst aufzufassen sind — 
zur Aufklirung dieser Frage wurden Versuche mit Saften an- 
gestellt, die bei ungleicher Koagulationskraft die gleiche pro- 
teolytische Kraft besaben. 
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B. Vergleichung von Saften mit gleicher Verdauungskraft bei ver- 
schiedener Koagulationskraft. 
5. Rinder- und Kalbsinfusionen mit "/20-HCl wurden durch 
Verdiinnung mit ".20-HCl auf die gleiche Verdauungskraft 
cebracht. 














a a a | 


Koagu- | Verdaut | Plasteinbildende Wirkung 





lation (12Stund.) (24 Stunden) 
Sekunden mm 40°/coige Peptonlésung 
| 
Rinderinfusion , | 85 4,0 | Verdickte, triibe Fliissigkeit 
! 


Kalbsinfusion .| ca. 5 4,0) Vollkommen festes, triibes Gerinnsel 
| 


6. Der gleiche Versuch mit anderen Infusionen: 
2) 











Silas Verdaut | Plasteinbildende Wirkung 
Cs) / . ‘ 
. (18 Stund.) (24 Stunden) 
lation | Pe: 7 
mm 45°Joige Peptonlésung 
Rinderinfusion. 50 Min. | 4,0 | Schwach bewegliches Gerinnsel 
| a . — 
Kalbsinfusion .| 25 Sek. | 4,0 | Festes unbewegliches Gerinnsel 


Zur, wenn auch nur anniherungsweisen Bestimmung 
des quantitativen Verhaltnisses zwischen den plasteinbildenden 
Kriften der zu vergleichenden Safte wird jeder derselben mit 
''20-HCl 2-, 4-, 8- und 16 mal verdiinnt und sodann zu je 5 ccm 
des angesdiuerten Peptons Witte je 0,5 cem solcher verdiinnten 
Infusion zugesetzt und nach Beendigung des Versuches (30 Stun- 
den) werden alle Reagenzglischen in bezug auf die Gerinnungs- 
stufe verglichen, worauf man in allen Portionen die Gewichte 
der gebildeten Plasteine ermittelt. Auf der umstehenden Tabelle 
sind die Resultate der Vergleichung dargestellt, wobei auf einer 
und derselben horizontalen Linie diejenigen Portionen aufgeftihrt 
werden, die die gleichen déuBeren Koagulationsanzeichen auf- 
wiesen. 

Welches auch immer das Verhiltnis zwischen dem Ge- 
wicht des Niederschlags und der Kraft der Infusion sein mdge, 
jedenfalls sind wir, wenn 2 Lésungen unter gleichen Bedin- 
gungen die gleichen Veriinderungen in einer PeptonloOsung hervor- 
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Rinderinfusion Kalbsinfusion 
ol Sichtbare — = Sichtbare — 
diin- — des diin- — des 
 Verinderung des oo Verinderung des Byicy 
nungs- ihe Nieder- | nungs- ee Nieder- 
stufe (remisches schlages] stufe Gemisches schlages 
Unver- Festes, triibes or 
@ i 0.125 
diinnt Gerinnsel 
2 mal id, 0.0965 
Unver- Schwach beweglich., " P Schwach beweglich., - 
é - “et > 0,073 4 » is “talib, 0).074 
diinnt, tribes Gerinnsel triibes Gerinnsel 
or Verdickte, schwach 0.0465 1 8 > Verdickte, schwach 0.04: 
2ma 7 Aes 0465 | § : By F O45 
getruibte Fliissigkeil getribte Fliissigkeit 
‘ Sehr schwach aor Sehr schwach ; 
4 3 <ohile ..| 0.0329 116 » = a oe ee |) re 
getriible Fliissigkeil getriibte Fliissigkeit 
& Unveriindert 0.0175 132 » Unveriindert —- 





bringen, berechtigt, hieraus zu schlieBen, dafi die plasteinbil- 
denden Krifte der verglichenen Lésungen einander gleich sind. 
In unserem Versuche mubte man, damit die Kalbsinfusion ihrer 
Wirkung nach auf die gleiche Stufe mit der Rinderinfusion 
gebracht wiirde, die erstere 4mal verdiinnen. Folglich besaf 
die Kalbsinfusion eine um 4mal grdfere plasteinbildende Kraft 
als die Rinderinfusion. Ob dieser Uberschu8 an_plasteinbil- 
dender Kraft der Kalbsinfusion vom Chymosin oder von irgend 
einer in dieser Infusion enthaltenen selbstiindigen plasteinbil- 
denden Substanz abhiingt — zur Loésung dieser Frage haben 
wir Versuche mit erwiirmten Infusionen angestellt. 

7. Vergleichung von Kalbsinfusion mit derselben im Laufe 
von 48 Stunden bei 40° C. erwiirmten Infusion; zum Ausgleich 
der proteolytischen Kraft wurde die nicht erwiirmte Infusion 
mit gekochter verdiinnt. 














Koagu- | Verdaut Plasteinbildende Wirkung 
lation = (20Stund.) (24 Stunden) 
Sekunden mm 40° vige Lésung von Pepton Witte 
Nicht erwarmt . 20) 4.5 Festes, triibes Gerinnsel 


Erwiirmt (48 St.) 197 4.75 Fast unveriindert,schwache Triibung 
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Dieser Versuch zeigt, dab in der Kalbsinfusion gleichzeitig 
mit der ZerstOrung des Chymosins eine scharf ausgepriigte Ab- 
schwachung ihrer plasteinbildenden Kraft erfolgt. Wenn wit 
annehmen, dal} die Fihigkeit, Plasteine zu bilden, nicht dem 
Chymosin selbst, sondern irgend einer anderen Substanz zu- 
kommt, so werden wir zugeben miissen, dal diese letztere 
ihre plasteinbildende Kraft gleich dem Chymosin bei 2 tigigem 
Erwarmen im Brutschrank einbiibt. Indessen beweist der fol- 
gende Versuch, dab sich diese Fihigkeit in der Rinderinfusion 
anders dem Erwiirmen gegeniiber verhiilt, als in der Kalbs- 
infusion. 

8. Vergleich der erwiirmten Rinderinfusion mit nicht 








erwarmler: 
Koacu- | Verdaut | Plasteinbildende Wirkung (22 Stunden) 
> e , pe “e . ~ » 
; 40° vige Pe sung, je 9ccm & 
lation {22 Stund.) (0°/vige Peptonlésung, Je com. vl: 
$0 com in- 0,5 cem Infusion Sar em 
Minuten mm fusion =|” Infusion 
Nicht er- Pa Festes Schwach beweg- ,.- ae 
ere 3 7D Pants : sles? ”" Dickfliissiz 
warmt Gerinnsel | liches Gerinnsel 
Erwiarmt 5 71) Festes Jewegliches 
, ‘ ‘ as ‘ e . e 
(48 Stund.) Gerinnsel Gerinnsel 











Im gegebenen Falle wurde die plasteinbildende Kraft, 
ebenso wie die proteolytische, nur ganz unbedeutend abge- 
schwiicht, mit anderen Worten: in der Kalbsinfusion (Vers. 7) 
verschwindet sie gleichzeitig mit der Zerst6rung des Chymosins, 
wiihrend sie in der Rinderinfusion (Vers. 8), die kein oder nur 
sehr wenig Chymosin enthilt, die gleiche bBestiindigkeit der 
Erwirmung gegeniiber aufweist wie das Pepsin. Deshalb liegt 
kein Grund vor zu der Annahme, daB die Danilewskische 
teaktion von irgend einer selbstiindigen Substanz hervorgerufen 
wird: am wahrscheinlichsten erscheint die Voraussetzung, dal} 
die plasteinbildende Fiahigkeit allen proteolytischen 
Fermenten und also auch dem Chymosin zukommt. 








Zur elektrischen Uberfiihrung des Pepsins. 
Von 


C. A. Pekelharing und W. E. Ringer. 


(Der Redaktion zugegangen am 18. September 1911.) 


Von mehreren Forschern ist in letzter Zeit das Verhalten 
von Eiweilstoffen und Enzymen in verschieden zusammen- 
gesetzten LOsungen im elektrischen Felde studiert worden. Be- 
sonders L. Michaelis hat in einer Reihe von Arbeiten ver- 
schiedene Eiweifistoffe und einige Enzyme genau untersucht. So 
hat er in Gemeinschaft mit H. Davidsohn!) das «elektrische 
Verhalten» des Pepsins studiert. Ftir die isoelektrische Kon- 
stante wurde 5,9 ~ 10 ° gefunden. 

Die genannten Autoren haben dabei mit dem Pepsin 
Giriiblers gearbeitet. Dieses Pepsin ist aber sicher nicht rein, 
sondern mit Albumosen und Peptonen verunreinigt. Derartige 
Verunreinigungen haben aber, wie sich weiter unten zeigen 
wird, auf das elektrische Verhalten einen grofen EinflufB. Es 
war also erwiinscht, mit auf verschiedenen Wegen dargestellten 
Pepsinpriiparaten die Versuche zu wiederholen. 

Nach den Arbeiten des einen von uns hatten wir Grund, 
das nach seiner Methode dargestellte Enzym als besser ge- 
reinigt zu betrachten. Diese Darstellung beruht wesentlich auf 
der geringen Léslichkeit des Enzyms bei sehr kleinem Siaure- 
grade: die pepsinhaltige Lésung wird dialysiert gegen reines 
Wasser, bis dieser Siiuregrad erreicht ist, es scheidet sich dabei 
das Enzym zum Teil aus.?) Zur Darstellung von reinstem Pepsin 
eignet sich am besten der Magensaft aus dem Magen eines 
nach Pawlow operierten Hundes. Da wir aber zurzeit nicht 
iiber einen derartigen Hund verfiigten, haben wir unsere Pepsin- 
priiparate aus Schweinemagenschleimhaut dargestellt. Dabei 
verhalten sich, wie der eine von uns schon friiher betont hat, 
die so hergestellten Priiparate nicht immer gleichartig. Die Dar- 
stellungsmethode gestattet nicht, alle das Pepsin verunreinigenden 


‘) Biochem. Zeitschrift, Bd. 28, S. 1 (1910). 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 22, S. 233; Bd. 35, S. 8. 
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Bestandteile des Magenschleimhautextraktes zu entfernen. Einige 
Priiparate, die wir fiir die gleich zu beschreibenden Versuche 
verwendeten, betrachteten wir ihres elektrischen Verhaltens 
wegen als die reinsten. Das waren die Praparate, die bei 
niedriger Temperatur und unter sonstigen giinstigen Umstiinden 
dargestellt worden waren. 

Unsere Versuche miissen fortgesetzt werden, aber da wir 
in niichster Zeit vielleicht dazu nicht in der Lage sein werden, 
sehen wir uns veranlafit, einige unserer Versuche schon jetzt 
kurz mitzuteilen. 

Michaelis und Davidsohn haben bei ihrer Arbeit die 
erforderlichen Wasserstoffionenkonzentrationen mittels Acetat- 
mischungen (bis zu C,, = 2 X 10~*), Essigsiiure oder Milch- 
siure (C,, = 5 X 10~* bis 2 10~—*) oder mittels Salzsiiure dar- 
cestellt. Die Elektrolyse wurde im von Michaelis") angegebenen 
Apparat mit 100 Volt 4—12 Stunden fortgesetzt. Dabei ergab 
sich, dab bei starken Salzséurekonzentrationen (0,1—0,05 n) 
das Pepsin nach beiden Seiten wanderte. Bei einer Salzsiiure- 
konzentration von 0,02 n war es kathodisch, bei 0,01 n wanderte 
es wieder nach beiden Seiten, bei 0,005 n war es anodisch. 
Das eigentiimliche Verhalten bei hohem Salzsiiuregebalt erklaren 
Michaelis und Davidsohn dureh die Annahme, dali dabei 
die Dissoziation des Pepsiniumchlorids zuriickgedrangt und die 
Pepsinionenkonzentration dabei kleiner wird. ‘So wiirde es 
sich auch erkliiren, dali bei hohem Siuregehalt die Enzym- 
wirkung geschiidigt wird, wenn man annimmt, dal die Pepsin- 
ionen proteolytisch wirksam sind; dazu kommt dann noch die 
zerstorende Wirkung der Siiure. 

Bei unseren Versuchen brachten wir in die Seitengefibe 
destilliertes Wasser, wodurch die Stromstirke eine sehr geringe 
wird. Wir haben uns davon tiberzeugt, dafi wahrend der Elektro- 
lyse die Aciditiit der Pepsinlésung sich nicht merklich dnderte; 
die Losung wurde dazu nach Ablauf des Versuchs titriert. 

Das von uns verwendete Pepsin war aus Schweinemagen- 
schleimhaut nach der friiher beschriebenen Methode?) dar- 


1) Biochem. Zeitschrift, Bd. 16, S. 81 (1909). 
2 
t ©. 
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gestellt. Die getrockneten und fein zerriebenen Priiparate zeigten 
einen Stich ins graugelbliche. 

Solches Pepsin ist sicher nicht rein. Es enthalt nicht 
nur Farbstoff, sondern auch mehr oder weniger Phosphor, im 
Gegensatz zum Pepsin, welches aus bei Scheinfiitterung  er- 
haltenem Magensaft des Hundes dargestellt werden konnte und 
rein weil} und phosphorfrei war, wie das friiher hervorgehoben 
ist. Unser aus der Magenschleimhaut dargestelltes Pepsin ist 
aber sehr viel weniger verunreinigt als das Grtiblersche und 
als, soweit uns bekannt ist, alle anderen Handelspriiparate, 
wie in erster Linie aus der sehr viel gréBeren Wirksamkeit 
hervorgeht. 

Um nach Ablauf der Versuche die stattgefundene Be- 
wegung des Pepsins zu untersuchen, wurden die Seitenfltissig- 
keiten mit Salzsiiure bis zu 0,2°/o versetzt und in denselben 
die Mettschen Réhrehen 24 Stunden digeriert. Die urspriing- 
liche LOsung wurde gleichfalls nach Mett auf ihre digerierende 
Wirkung untersucht und dazu mit 9 Volumen 0,2 °/oiger Salz- 
siiure vermischt. 

Bei unseren Versuchen tauchte die Silberelektrode (Anode) 
in Salzsiiure, die mit Wasser tiberschichtet war; die Kupfer- 
elektrode in etwas Kupferchloridlésung, auf die wir gleichfalls 
Wasser gegeben hatten. Es wurde dafiir Sorge getragen, dab 
die Seilengefiihe nicht mit Salzséure oder Kupferchlorid ver- 
unreinigt wurden. Selbstverstiandlich wurde wahrend der Elektro- 
lyse allmiihlich etwas Salzsiiure in die Seitengefiibe tiberfiihrt. 

Wir verwendeten fiir unsere unten beschriebenen Ver- 
suche sehr verdiinnte PepsinlOsungen. 10mg des_ trocknen 
Enzyms wurden wiihrend einiger Zeit mit etwas Salzsaure 
(0,2°/0) bei Zimmertemperatur eingeweicht, sodann wurde das 
Volumen durch Zugabe der bendtigten Menge Wasser oder 
Salzsiiure auf 50 ecem gebracht und wiihrend kurzer Zeit er- 
wiirmt (37°), bis das Pepsin gelost war. 

Bei dieser kleinen Pepsinkonzentration konnte von einer 
Siiurebindung abgesehen und die Wasserstoffionenkonzentration 
sofort aus der Siiurekonzentration abgeleitet werden. Bei dieser 
kleinen Konzentration des Enzyms ist auch die Gefahr der 
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Diffusion gering. beim Anstellen der Versuche wurde _ pein- 
lichst darauf geachtet, dab nicht leichte Erschiitterungen das 
Resultat entstellen koénnten. 

Wir lassen hier in einigen Tabellen die Ergebnisse einiger 
unserer Versuche folgen. 

Tabelle I. 
Versuche mit Pepsinpraparat a. 

Fiir jeden Versuch 10 mg Pepsin in 50 ccm verdiinnter Siiure 
celést. Die Salzsiurekonzentration ist in der zweiten Vertikalreihe an- 
eegeben; die Séiurekonzentration nach Ablauf der Versuche findet man 
in der nachsten Reihe. Dann folgen die digerierende Wirkung der ur- 
spriinglichen Lésung und die der Seitenlésungen nach dem Ansauern 


mit Salzsaure. 











ee Digerierende Digerierende 
: , ‘ Wirkung der Wirkung Dauer 
Ver | tat der | tat nach Jurspriinglichen} der Fliissigkeit der 
oe ae Losung, mit an der 
” —_ 9 Volumina |, Klektro- 
such : Kathoden- Anoden- 
lichen des Salzsiure von a! lvse 
<r ta i seite seite y° 
ii —— _10,2°’o verdiinnt 
Losung | Versuchs 
mmnach Metth mm nach Mett Stunden 
I 0,0238 — 3,3 0 1,8 etwa 24 
2 0,0238 - —- 0 1,7 id. 
3 0,0238 _ _ 0 1,8 
f 0.0238 0.0216 — () 1.8 
5 0,047: “-- 4.3 0) 1.6 
65 0,0473 —- a 0 14 etwa 20 
7 0,0473 0,0418 — 0 2.8 » 24 
S 0.0964 — 3,5 Q 3.6 » 48 
9 0,0964 0,0754 — 0 3,7 >» 36 

















Die Siiurekonzentration hatte nach Ablauf des 9. Ver- 
suchs, und also auch wohl am Ende des 8. Versuchs, merklich 
abgenommen, hier war auch lange elektrolysiert. Bei allen 
Versuchen hat das Pepsin rein anodische Wanderung gezeigt. 

Wir haben dann zu Lésungen dieses Pepsins kleinere 
bezw. groBere Mengen einer Caseinlésung gegeben: das Pepsin 
wanderte dabei weniger oder mehr zur Kathode. Wir gehen 
hier aber auf diese Versuche nicht weiter ein, weil wir die 
Caseinkonzentration nicht bestimmten und weil weiter unten 
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Versuche mit Albuminlésungen beschrieben werden, wobei der 
FinfluB des zugesetzten Eiweibstoffes deutlich zutage tritt. 
Tabelle II. 


Versuche mit Pepsinpraparat b. 
Pepsinkonzentration wie oben. 





























Normalitat |Digerierende Wirkung|Digerierende Wirkung ee 
; ina der urspriinglichen der Fliissigkeit 
Ver- : Loésung, mit an der der 
ursprung- 19 Volumina Salzsiure}| Kathoden-| Anoden- wi oe 
such lichen von 0,2°/o verdiinnt seite seite : ha 
Losung mm nach Mett mm nach Mett Stunden 
1 0.0061 4.6 0 | 2,2 etwa 24 
2 0,0283 — 0 | 3,2 id. 
| 
3 0,0601 — 0 | 3,2 > 
f 0.1271 — 0 | 28 














Auch dieses Priiparat zeigte also rein anodische Wande- 
rung. Zu Lésungen dieses Pepsinpriiparates b haben wir dann 
verschiedene Mengen einer dialysierten L6sung von krystalli- 
siertem Serumalbumin zugesetzt. Die Albuminl6sung war 
5,9 %/oig. 

Tabelle III. 
Versuche mit Pepsinpriiparat b unter Zugabe von Serum- 
albumin. 

Fiir jeden Versuch 10 mg Pepsin in 50 cem Salzsaéure 0,0544 n 
gelést. Hierzu a cem Serumalbuminlésung +- (10—a) cem Wasser. CGe- 


samtvolumen also 60 ccm. 














; or Digerierende Digerierende —_— 
ii Wirkung der Wirkung auel 
aed | ceom urspriinglichen} der Flissigkeit der 
Losung, mit an der Flektro- 
such | Serum- () Prien Kathoden- Anoden- il 
albumin- | Wasser ee cuvdinel seite | — seite aie 
lésung mm nach Mett} mm nach Mett | Stunden 
1 1 | 9 5,2 Spur | 1,2 etwa 24 
2 2 8 — 134 0,48 id. 
3 3 | 7 _ 150 | O04 » 
4 4 | 6 4.8 1,38 | O » 
A 5 | 6 4.8 1.70 | 0,36 , 
6 6 | 4 5,2 1,76 | 0,36 > 
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Aus diesen Versuchen geht hervor, dal das anfangs 
anodische Pepsin nach Zugabe von Serumalbumin stets mehr 
kathodisch wird, obgleich die H-lonenkonzentration infolge Siiure- 
bindung seitens des Albumins stark abnimmt. Das Serumalbumin 
nimmt bei seiner Wanderung zur Kathode das Pepsin mit sich. 

Dasselbe wurde gefunden bei Zugabe einer gegen 0,0549 
n-Salzsiiure dialysierten Pepton-Witte-Lésung. Hier hatte die 
Peptonlésung nahezu dieselbe H-lonenkonzentration wie die 
Pepsinldsung. Die Versuche wurden so ausgefiihrt, daf 10mg 
Pepsin mit wechselnden Mengen der Peptonl6sung und einer 
SalzsaéurelOsung von 0,0544n auf ein Gesamtvolumen von 50 ecm 
gebracht wurde. Die Peptonlésung hatte 5,9°/0 organischen 
Trockenrtickstand. 


Tabelle IV. 




















—EEEE = a a a rarer erred 
Zugesetzie Digerierende Digerierende 
—oo Wirkung der Wirkung Dauer 
oe com urspriinglichen der Fliissigkeit der 
Lésung, mit an der Rleki 
:, 9 Volumina |,- “eEKUPO- 
such Albu- Salz- 90,.; ; Kathoden- Anoden- 
. 0,2 %oigerSalz-} onto eite lyse 
mosen- siure- |stiure verdiinnt} °°)” . , 
losung losung [mm nach Mett| mm nach Mett Stunden 
I 0,1 49,9 — 0,5 0.4 etwa 24 
2 0.3 49,7 - 1.4 0.6 id. 
3 0,3 49,7 — 0,74 05 
4 1.0 £9,0 4,8 0.90 0.96 > 
a 5,0 43,0 — 1.1 0.6 
6 10.0 40,0 5,0 1,2 0.34 > 
7 20,0 30,0 4,9 1,62 0.5 > 














Wir sehen aus diesen Versuchen, dafi schon bei sehr ge- 
ringen Mengen der Albumosenlésung die Pepsinwanderung sehr 
wesentlich beeinfluit wird; bei steigenden Mengen hat das 
Pepsin immer mehr Neigung, zur Kathode zu wandern, ohne 
aber rein kathodisch zu werden. 

Dieser Einflu{8 von minimalen Mengen Albumosen zeigt, 
wie sehr das Verhalten des Pepsins von geringen Mengen Ver- 
unreinigungen auf deutlichste verandert werden kann. 
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Nachdem wir mit diesen Priiparaten die beschriebenen 
( berfiihrungsversuche zu Ende gefiihrt hatten, wollten wir 
weitere Versuche mit andern Pepsinpraparaten und mit anderen 
Knzvmkonzentrationen anstellen. Die dazu dargestellten Pepsin- 
priiparate zeigten aber nicht dasselbe Verhalten, wie die friiheren. 
Weil sie aber unter weniger giinstigen Bedingungen der Tem- 
peratur (es war Friihling) angefertigt waren, glauben wir ihr 
Verhalten Verunreinigungen zuschreiben zu miissen. Sie ver- 
hielten sich wie das Pepsin im Versuch I, Tabelle IV, und 
wanderten also bei einer Salzsiurekonzentration von 0,054 n 
sowohl nach der Kathode, wie nach der Anode, aber nach 
beiden Riechtungen schwach. 

Wir haben von einem dieser Priiparate die H-Ionenkon- 
zentration, bei der die Loslichkeit des Enzyms am geringsten 
war (Flockungsoptimum) bestimmt und dafiir Cyy = 4,78 >< 10-4, 
Py == 3,32, gefunden. 

Von den Priiparaten, die sich stets anodisch verhielten, 
haben wir, wegen Materialmangels, das Flockungsoptimum noch 
nicht bestimmt. 

Wir glauben, aus den mitgeteilten Versuchen schlieben 
zu miissen, dal} man nicht ohne weiteres die von Michaelis 
und Davidsohn angegebene isoelektrische Konstante auf das 
reinste Enzyvm anwenden darf. 

Bei weiteren Versuchen wird es erwiinscht sein, zwischen 
der Pepsinlésung und den Gefé®en mit destilliertem Wasser 
noch zwei Riiume mit derselben H-lonenkonzentration wie die- 
jenige der Pepsinldsung einzuschalten. Dabei bleibt die geringe 
Stromstiirke infolge des hohen Widerstandes erhalten und 
kommt doch das Pepsin beim Austritt aus seiner Losung nicht 
sofort in eine Lésung viel geringeren Séuregehalts. Wir be- 
merken aber, daf in unseren Versuchen die anodische Be- 
wegung des Pepsins nicht dadurch erklirt werden kann, dah 
die SeitengefiiBe mit destilliertem Wasser gefiillt waren. Bei 
den schwachen Salzsiiurekonzentrationen von etwa 0,02 n hitte 
das Pepsin sich doch von der Trennungsfliche mit dem destil- 
lierten Wasser an der Anodenseite zur Kathode fortbewegen 
miissen, wenn die von Michaelis und Davidsohn ange- 
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gebene isoelektrische Konstante auch fiir unser Enzym Geltung 
hatte. 

Zum Schluf sei bemerkt, dab wir niemals eine Trennung 
auf dem Wege der Uberfiihrung von labendem (Chymosin) und 
proteolytischem Enzym (Pepsin) beobachtet haben. Mit Ver- 
suchen mit Pepsin aus Kalbsmageninfusionen sind wir noch be- 


schiiftigt. 
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Die Aciditat des Magensaftes von Scyllium stellare. 
Von 


M. A. v. Herwerden und W. E. Ringer. 
Mit einer Kurvenzeichnung im Text. 


Aus dem physiologischen Laboratorium der Universitat Utrecht), 
(Der Redaktion zugegangen am 18, September 1911.) 


Vor einiger Zeit haben wir!) Versuche tiber die Siure- 
abscheidung in der Magenschleimhaut von Selachiern angestellt. 
Dabei wurde nach der Methode Sj6qvists die Art der Siure 
zu erforschen gesucht. Aus den Versuchen wurde der Schlul} 
gezogen, dali wenigstens die Hauptmenge der Siure Salzsiure 
sein miisse. Daneben konnte (durch Destillation) eine kleine 
Menge Ameisensiiure aufgefunden werden. Es wurde aber schon 
damals der SchluB gezogen, dafi «die Methode Sjéqvists fiir 
quantitative Bestimmungen bei der Untersuchung des Magen- 
saftes von Seetieren in der Zukunft nicht geniigen wiirde und 
durch eine andere ersetzt werden musse».?) 

v. Herwerden hat schon damals den EinfluB von Erd- 
alkalisalzen erkannt und gefunden, dah im Gegensatz zu den 
urspriinglichen Sjéqvistschen Angaben diese zu bedeutenden 
Fehlern Anlaf geben.*) 

Von Weinland*) ist neuerdings die Unzulassigkeit der 
SjOoqvistschen Methode nochmals betont worden. Dieser 
Forscher findet, dafi Calciumchlorid ohne jeglichen Séurezusatz 


') M. A. v. Herwerden, Diese Zeitschrift. Bd. 56, S. 453 (1908). 

2) S. 464. 

°) Der Vorwurf Weinlands (Zeitschrift f. Biologie, Bd. 55, 5. 58 
(1910), daf’ v. Herwerden keine Versuche dariiber angestellt hat, ist 
also unrichtig, man siehe Tabelle II, S. 461, der zitierten Abhandlung 
v. Herwerdens. 


*) Zeitschrift f. Biologie, Bd. 55, S. 58 (1910). 
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nach der Sjéqvistschen Methode Siure vortiuscht. Durch 
Zusatz organischer Saure wird dieser «Sauregehalt» erhdht. So 
wurde mit 25,5 ccm ®/10-CaCl, 35,5 cem ® 10-HCl nach Sjéqvist 
sefunden; mit 25,5 ccm "/10-CaCl, +- 25,1 cem "/10-Milchsiiure 
aber 36,5 cem ™ 10-HCl. Mit dieser betriachtlichen Menge Milch- 
siiure wird also doch nur wenig «Salzsiiure» mehr gefunden. 
was der kleinen Dissoziationskonstante der Milchsiiure ent- 
spricht. Weil aber v. Herwerden viel betriichtlichere Unter- 
schiede zwischen dem Salzséurewert, welchen nach der Sj6- 
qvistschen Methode die Salze des Meerwassers vortiuschen, 
und demjenigen, welchen das in den Magen eingefiihrte und 
spiiter ausgeheberte Seewasser erweist, gefunden hat, kann die 
Aciditiit des Magensaftes nicht von einer schwachen organischen 
Siiure herrthren. 

Wir waren jetzt in der Lage, die Versuche wieder auf- 
zunehmen. Nach einer gleich zu beschreibenden Methode haben 
wir den Magensaft von Scyllium untersucht. Der Saft wurde 
von uns in der zoologischen Station zu Neapel in folgender 
Weise gesammelt. Die Tiere bekamen Fibrin (in spateren Ver- 
suchen in Glycerin bewahrt, vor dem Gebrauch aber griindlich 
ausgewaschen. Es ist bemerkenswert, dali besonders mit diesem 
Fibrin eine iiberaus reichliche Saftabscheidung erfolgte) oder 
auch in einigen Versuchen Sardinen. Nach 24 Stunden (bei 
den Sardinenversuchen nach 3 * 24 Stunden) wurde der Magen 
mit der Sonde entleert, der Mageninhalt filtriert, Thymol zu- 
gesetzt, nach dem hiesigen physiologischen Laboratorium ver- 
schickt und sofort untersucht. 

Bei der Untersuchung zeigte sich, dafi der Magensaft stark 
sauer reagierte. Wir haben die H-Ionenkonzentration elektro- 
metrisch gemessen und dieselbe oft in der Niihe von 0,02 n 
(p,, = 1,69)') gefunden. Es zeigte sich auch, daf, wie zu er- 
warten war, der Saft einen grofen Gehalt an Seewasser hatte; 
daneben waren natiirlich die Digestionsprodukte des Fibrins 


') Uber die Bedeutung von py siehe: Sirensen, Etudes enzy- 
matiques, Compt. rend. d. Tray. d. Laboratoire de Carlsberg. 8me yolume. 
le livraison, 1909. 


P)* 








292 M. A. v. Herwerden und W. E. Ringer. 


oder der Sardinen zugegen. Es lag also ein sehr kompliziertes 
Gemisch vor. 

Die Frage war, welche Siiure oder Situren hat die Magen- 
wand urspriinglich abgeschieden; ob im vorliegenden Saft «freie» 
Salzsiiure oder eine andere «freie» Saure anwesend war, war 
hier unwesentlich. Nachdem wir einmal gefunden hatten, daf 
der Saft sauer reagierte und zwar ziemlich stark, konnte man 
natiirlich sowohl von freier Salzsiiure wie von Schwefelsiiure 
reden, weil beide Siituren im Meerwasser als Salze vorkommen. 
Eine «positive Reaktion» auf Salzsaure sagt also nicht viel aus. 
Nur konnten wir aus der ziemlich groben C,, den Schlub ziehen, 
dah, welche Siéiure die Magenwand auch abgeschieden hat, sie 
auf jeden Fall keine schwache sein kann. Schon deswegen 
kOnnen wir vermuten, dal es nicht eine organische Séure ist. 
Die am meisten auf der Hand liegenden Saéuren sind wohl die 
Ameisensiiure, K = 0,000214, und Milchsiiure, K = 0,000138, 
die also beide noch ganz schwach sind. Auch die iibrigen hier 
in Betracht kommenden organischen Sauren, wie Essigsiiure 
K =: 0,000018, Propionséure 0,0000134, Butterséure 0,0000149, 
8-Oxypropionsaure 0,0000311 oder Glycerinsaure K = 0,000228, 
k6nnen ihrer Schwiiche wegen doch wohl kaum die Aciditit 
des Haifischmagensaftes hervorbringen. 

Damit z. B. die Ameisensiure oder die Milchséure im 
Magensafte eine C,, = 0,02 hervorbringe, miibte ihre Kon- 
zentration sehr betréchtlich sein. Wir wissen, daf ein Teil der 
Siure von den Eiweibabbauprodukten «gebunden» wird. Nehmen 
wir an, da ohne diese Abbauprodukte die C,, = 0,04 ware, 
so gehen wir dabei sicher nicht zu weit. Damit aber die Ameisen- 
siiure eine C,, = 0,04 hervorruft, muf ihre Konzentration 7,52 n 
sein.!) Fiir die Milchsiiure ergibt sich die Zahl] 11,63 n. Sollte 
also die Aciditiit des Magensaftes von einer organischen Saure 
herriihren, so miibte dieselbe eine sehr viel stirkere als die 


') Sei c die Konzentration, a der Dissoziationsgrad, C,,; = 0,04, so ist: 
K (1—a) = ca*: ca = 0,04; K = 0,000214 
oder a = 0.00532 und ¢c = 7,52 
fiir die Milchséure, K = 0,000138, ist a = 0,00344 urd c = 11,63. 
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zwei genannten sein: die Gegenwart einer so starken orga- 
nischen Séure ist aber an sich schon unwahrscheinlich. Damit 
ist aber nicht gesagt, dali im Magensaft gar keine organische 
Siiure vorkommt. Eine solehe kénnte durch die chemischen 
Prozesse im Magen gebildet werden, sie kOnnte auch in sehr 
geringen Mengen von der Magenwand sezerniert oder auch wohl 
als Salz abgeschieden werden, woraus dann aber die stiirkere 
Siiure des Saftes die schwiichere in Freiheit setzt. 

Bei unseren Untersuchungen gingen wir nun von folgenden 
Uberlegungen aus. Der Magensaft enthiilt anorganische oder 
organische Siuren oder beide. Wird der Saft neutralisiert, 
z. B. mit NaOH, so binden diese Saéuren eine ihnen aquivalente 
Basenmenge. Beim neutralen Punkte werden die tbrigen Be- 
standteile, insbesondere die amphoteren Eiweifabbauprodukte 
keine merkliche Basen- oder Siiuremenge fiir sich in Anspruch 
nehmen. Die zum Neutralisieren verwendete Basenmenge hat 
nur die im Magensaft vorhandenen Verbindungen von bestimmt 
saurem Charakter abgesiittigt. Man findet auf diese Weise 
also die gesamte Sauremenge. 

Wird die neutrale Fliissigkeit zur Trockenheit eingeengt 
und eingeiischert, so entweicht dabei ein Teil des Chlors: in- 
folge der Gegenwart von Meerwasser sind niimlich betriicht- 
liche Mengen von Ca und Mg zugegen. Daneben entsteht bei 
dem Verbrennen der Digestionsprodukte immer etwas Schwefel- 
siiure durch Verbrennung des Schwefels aus den Eiweibpro- 
dukten. Die so gebildete Schwefelsiiuremenge zeigte sich bei 
der Untersuchung aber als sehr gering und war also zu vernach- 
liissigen. Dann aber entweicht neben Salzsiiure auch Schwefel- 
siiure aus dem Meerwasser und der Schwefelsiiureverlust kann 
unter Umstinden betriichtlich sein, wie die Versuche zeigten. 

Wird die Asche in verdiinnter Siiure gelOst, so wird von 
dieser ein Teil gebunden und zwar soviel, als den verfliichteten 
Siuremengen iiquivalent ist!) (bei Vernachlissigung der aus dem 
EKiweiBschwefel gebildeten Schwefelsiurespur). Waren aber 

') Die Sulfate werden bei der Verbrennung der Asche zum Teil 
reduziert, dann zum Teil wieder zu Sulfat oxydiert oder auch wohl zu 
Oxyd, der letzte Teil gibt zu Siiurebindung Anlab. 








294 M. A. v. Herwerden und W. E. Ringer, 


organische Siuren vorhanden, so wird auch noch eine damit 
‘iquivalente Siuremenge gebunden, weil die organischen Salze 
beim Verbrennen in Carbonate tibergeftihrt worden sind. 

Bestimmt man also die verfliichtigten Salzsiiture- und 
Schwefelsiiuremengen und das Siurebindungsvermogen der Asche, 
so kann man aus dem Vergleich der erhaltenen Werte auf 
das eventuelle Vorhandensein organischer Siiuren schliefen. 

Die beschriebenen Voraussetzungen haben wir dann durch 
Versuche auf ihre Stichhaltigkeit gepriift. 

1. Zuerst haben wir uns die Frage vorgelegt, wie ver- 
hiilt sich der Eiweibschwefel beim Einengen und Verbrennen 
des neutralisierten Magensaftes ? 

2. Stimmt die Alkalitiét der Asche bei Abwesenheit or- 
ganischer Siiuren mit dem Salzsiiure- und Schwefelsiiurever- 
lust tiberein ? 

3. Wird zugesetzte organische Séure in der beschriebenen 
Weise wiedergefunden ? 

Wir stellten uns ktinstlichen Magensaft her aus vielfach 
ausgewaschenem Fibrin und Pepsinsalzsiiure. Das Fibrin wurde 
24 Stunden bei 37° digeriert. Die so erhaltene Losung gab 
nach Filtration und Verdiinnung mit BaCl, keine Schwefel- 
siiurereaktion. 

Versuch |. 10 cem der Lésung wurden mit NaOH (0.1141 n) 
neutralisiert. Verbraucht wurden 4,19 com NaOH. Die Titration haben 
wir nach einigen Vorversuchen mit verschiedenen Indikatoren. zum 
Schluf mit empfindlichem Lackmuspapier vorgenommen. Auferst schmale 
Streifchen wurden dazu benutzt. Nach einiger Ubung gelingt es. sich des 
neutralen Punktes geniigend zu nihern, die Kontrollversuche wiesen nur 
kleine Differenzen auf. ') 

Die Aciditaét der Lésung war also 0,0478 n. Gefunden wurde weiter 
0.0304 g Asche. Das zum Neutralisieren zugefiigte NaOH hat 0.0279 g¢ 
NaCl gebildet. Die Asche wurde gelést und die Lésung war alkalisch. 
Die Titrationsalkalitét war, als die Lésung auf das Anfangsvolumen ge- 
bracht wurde (10 cem), 0,0046 n. In dieser Lésung wurde eine Schwefel- 
siurebestimmung vorgenommen, dazu wurde sie etwas verdiinnt und mit 


') Wegen des Vorhandenseins amphoterer Spaltungsprodukte des 
Fibrins konnte selbstverstandlich nur ein Indikator verwendet werden, 
der den neutralen Punkt méglichst nahe angibt. So war Phenolphthalein 


gar nicht brauchbar. 
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Salzsiure angesduert. In der Siedehitze wurde die Schwefelsiure mit 
BaCl, in geringem Uberschuf prazipitiert, sodann noch eine Zeitlang 
auf dem Wasserbade erhitzt und 24 Stunden bei Zimmertemperatur stehen 
yelassen.') Filtriert wurde durch Dreverhoffs Barytfilter Nr. 400. Ge- 
funden wurde nur 0,0018 g BaSQ,. 

Aus diesem Versuch sehen wir, dali der Schwefel des 
Fibrins nur ftir einen sehr kleinen Teil zu SO, oxydiert wird. 
Aus dem folgenden Versuch ergibt sich niimlich, daf der Ge- 
samtschwefel des Fibrins 0,0277 g BaSQ, hatte bilden kinnen. 
Also wiirde etwa 6°/o des Schwefels oxydiert sein. Die Schwefel- 
siurebestimmung ist aber bei einem so geringen Gehalt selbst- 
verstiandlich nicht genau. 

Weiter sehen wir, dali die Asche etwas alkalisch ist. 
Beim Erhitzen einer geringen Menge Chlornatriums in Gegen- 
wart eines grofien Uberschusses der Eiweifabbauprodukte bildet 
sich also doch eine kleine Menge Natriumcarbonat. 

Versuch II. 10 ccm der Lésung vermischt mit 20 cem NaCl '/10 n 
(= 0,1169 mg NaCl). Titrationsaciditét 0.0456 (Differenz mit der vorigen 
Bestimmung also 0.0022). Bei der Titration gebildet 0,0267 g NaCl. Trocken- 
riickstand 0.4896 g. Asche 0,1475 g. Gliihverlust 0.3421 g. Alkalitét der 
Asche 0,0051 n.?) In der Lisung gefunden 0,0028 g BaSQ,. 

Aus diesem Versuch ergibt sich, dah auch bei gréferem 
Gehalt der Asche an Salz (0,1169 g + 0,0267 g = 0,1436 g NaCl) 
die Alkalitaét der Asche von ganz derselben Grobenordnung bleibt. 
Auch hier ist nur ein ganz kleiner Teil des Schwefels oxydiert. 


Versuch III. 10 cem Lésung +- 20 ccm NaCl 0.1 n. Titrations- 


aciditét 0.0478. Trockenriickstand 0.4913 g. Asche 0,1477 g. Alkalitat 
der Asche 0,0062. Die Asche war hier statt mit Salzsiure mit Schwefel- 
siiure in Lésung gebracht und mit NaOH zuriicktitriert.”) Chlorgehalt 
der Asche, nach Abzug des Chlors der 20 ccm NaCl 0,1 n, 0.0437 n. Ge- 
samtchlorgehalt. durch Verbrennen unter Zugabe von chlorfreiem KNO, 


') BaSO, ist in chloridhaltiger Loésung bei héherer Temperatur 
merklich léslich. 

*) Also die Alkalitat der Lisung der Asche, wenn diese Losung 
auf das Anfangsvolumen gebracht wird (10 cem). 

‘) Zur Bestimniung der Aschenalkalitaét wurde die Asche mit Wasser 
und einem Uberschufs titrierter Siure, HCI oder H,SO,, eine Zeitlang auf 
dem Wasserbade erhitzt. Dabei wurde entweder eine ganz klare Losung 
oder eine Lésung mit Spuren Kohlenstoffteilchen erhalten. Nach dem 
Erhitzen wurde die iiberschiissige Saéure zuriicktitriert. 
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und NaCO, bestimmt, Mittelwert aus zwei Versuchen 0,054 n. Chlor- 
verlus! 0.0103. Dieser Chlorverlust muf’ der Aschenalkalitét -+ der aus 
dem Fibrinschwefel gebildeten Sechwefelsiiuremenge gleich sein, denn die 
gebildete Schwefelsiuremenge hat eine iquivalente Chlormenge aus- 
getrieben. Aus dem gefundenen BaSO, (0,0028 g aus 10 ccm) ergibt sich 
eine Schwefelsiiurenormalitét von 0,00240 n. Also Aschenalkalitit -- ge- 
hildete Schwefelsiiure = 0,0062 -- 0,0024 = 0,0086 n. Dies stimmt bis 
auf sehr wenig mit dem Chlorverlust 0.0103. Die Differenz diirfte woh! 
Analysenfehlern zuzuschreiben sein. 

Also, der Eiweifischwefel wird bei unserer Methode zu 
einem sehr geringen Teil zu Schwefelsiiure oxydiert. Weil also 
nur sehr wenig Schwefelsiiure gebildet wird, stimmt in meer- 
wasserfreiem «Magensaft» die Alkalitit der Asche mit dem 
Salzsiiureverlust nahezu iiberein. Noch besser wird die Uberein- 
stimmung, wenn man die geringe gebildete Schwefelsiuremenge 
vom Chlorverlust abzieht. 

Der Chlorverlust zeigte sich aber bei diesem Versuch nicht 
grOber als in Versuch |. Hier wurde niimlich in der Asche 
gleichfalls 0.0437 n Chlor gefunden. Durch die Zugabe der 
20 cem NaCl 0,1 n hat sich also der Chlorverlust nicht ver- 
mehrt. Damit in bester Ubereinstimmung ist, daB auch die 
Alkalitiit der Asche in beiden Fallen gleich war. 

Jetzt wurde zum «Magensaft» Meerwasser zugesetzt. 

Versuch TV. 10 cem Lésung -+ 10 cem Hochseewasser aus dem 
Giolfe von Neapel.') Die mit 4.1 eem NaOH neutralisierte Lésung wurde 
zur Trockene eingedampft und der Trockenriickstand verascht. Die Asche 
enthielt O,O1145 g SO, (gefunden 0,0354 g BaSO,). Das Meerwasse 


_ 
l heeled 


hatte einen SO,-Gehalt von 2,475 g pro Liter. Es waren also 0,02475 
O01145 == 0,01835 g SO, entwichen.?) 

Dieser Versuch zeigt, dafs unter Umstiinden beim Ver- 
brennen eine betriichtliche Menge Schwefelsiure aus dem 
Magensaft entweichen kann. Bei den Versuchen mit Magensaft 
von Seyllium haben wir den Schwefelséureverlust beim Ver- 
brennen leider meistens nicht bestimmt; wir glaubten damals 
den Einflub der Schwefelsiiureverfliichtigung vernachlissigen zu 
kOnnen. In einem Fall haben wir den Schwefelsaureverlust mit- 


1) Siehe S. 2YY. 
2) Beim Einischern in einer offenen flachen Platinschale werden 
moglich gebildete Sulfide wohl entweder zu Oxyd oder zu Sulfat oxydiert. 
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bestimmt. Wir kommen darauf bei der Besprechung der be- 
ziiglichen Untersuchung zuriick. 

Zur weiteren Beantwortung der Fragen 2 und 3 wurden 
dann folgende Versuche angestellt. 

Versuch V. Von einem kiinstlichen Magensaft ohne Meerwasse1 
wurden je 50 ccm in zwei Mefkélbchen von 100 cem gebracht. Zu den 
ersten 50 cem wurden 50 ccm Wasser gegeben. Zu den zweiten aber 
20 com Essigsiure (1,052 n) und 80 cem Wasser 

10 cem der ersten Lésung in der gewoéhnlichen Weise neutrali- 
siert. Titrationsaciditit O,0284 n; Trockenriickstand 0.0747 g, Asche 
0.0169 g. Alkalitét der Asche 0.0011 n. Chlorgehalt der Asche 0.0265 n. 
Gesamtchlorgehalt O.0O280. Chlorverlust 0,0015 n. Aschenalkalitaét und 
Chlorverlust stimmen also sehr nahe tiberein. Der Wasserstoffionen- 
gehalt Cy war 0,0L09 (py = 1,961). Also ruft die Titrationsaciditiét 
0,0284 n (Salzsiiure) bei einem Gliihverlust von 0,0578 g pro 10 cem nur 
eine C,,; von 0,0109 hervor. 

In Ubereinstimmung mit dem kleineren Gehall an Fibrinabbau- 
produkten sind der Chlorverlust und die Aschenalkalitét kleiner als in 
den vorigen Versuchen. 10 ccm der zweiten Lésung gaben eine Titrations- 
aciditiit von 0.2295 n. Alkalitét der Asche O,1982 n; Chlorgehalt dei 
Asche 0.0272 n. Gesamtchlorgehalt 0.0289. Chlorverlust 0.0017 n. Die 


urspriingliche Titrationsaciditét hatte 0,0284 -- 0,2064 0.2348 n sein 
sollen. Statt dessen gefunden 0.2295 n. Die Differenz (0.0053 n) muf 


der Schwierigkeit des genauen Ermittelns des Titrationsendpunktes zuge- 
schrieben werden, die Hydrolyse der essigsauren Salze macht, dafs die 
Reaktion sich sehr alimihlich der neutralen nahert, auch wird der neu- 
trale Punkt schon erreicht, noch bevor eine mit der Essigséiure aqui- 
valente Basenmenge zugegeben ist. Immerhin ist die Differenz nicht 
crof. Die Alkalitét der Asche 0.1982 n, vermindert um den Chlorverlust 
0.0017 n, also 0,1965 n, niihert sich sehr der zugefiigten Kssigsiuremenge 
0.2064 n. sie differiert davon um 0,0059 n, also noch um ein Geringes 
mehr, als die zu wenig zugesetzte Basenmenge betriigt. 

Der Chlorverlust ist, in Ubereinstimmung mit der relativ grofen 
Menge Carbonat der Asche, sehr klein; man hatte lier eigentlich gar 
keinen Chlorverlust erwarten miissen. 

Cy = 9,0115 n (py = 1,939). Durch den grofen Essigsiéurezusatz 
ist doch die Cy nur sehr wenig erhéht, wie auch zu erwarten war. 

Die Kontrollversuche wurden dann fortgesetzt unter Zu- 
gabe von Meerwasser, weil sich gezeigt hatte, dai der Magen- 
saft von Seyllium einen groben Gehalt daran aufwies. Es kénnte 
nun sein, dab die Komponenten des Meerwassersa!zes aus irgend 
welchen Griinden die Methode unanwendbar machten. 
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Dazu kénnte man fragen, ob, falls es keine organischen 
Siiuren sind, es doch wohl die Salzsiiure ist, die dem Magensatt 
die saure Reaktion verleiht; es kénnte auch eine andere an- 
organische Siiure sein. Als solche kimen dann wohl nur Schwefel- 
siiure oder Phosphorsiiure in Betracht. Nun ist bekanntlich die 
Zusammensetzung des Meerwassersalzes sehr annahernd kon- 
stant. Die wichtigsten Bestandteile kommen in folgendem Ver- 
haltnis vor:?) 

Chlor Brom SO, CaO MgO SO,/Cl 

99848 03402 11,576 3026 11.212 0.11576 

Das Verhiiltnis SO, Cl, wenn wir das Brom durch eine 
iiquivalente Menge Chlors ersetzt denken, ist also 0,1158. 

Bestimmen wir nun das Verhiltnis SO,'Cl im Magensatt 
und riihrt die Aciditiit von Schwefelsiure her, so wird das 
Verhiiitnis erhdht sein; ist aber Salzsiiure die vom Magenwande 
sezernierte Siiure, so wird es kleiner gefunden. Wenn Phosphor- 
siiure abgeschieden worden ist, so wird diese Siure im Magen- 
saft vorhanden sein. Das Meerwasser enthiélt bekanntlich nur 
iiuberst kleine Spuren Phosphorsiure. 

Fiir eine richtige Beurteilung war es erwiinscht, das Ver- 
hiiltnis SO, Cl des Meerwassers, in dem die Scyllii lebten, zu be- 
stimmen, obgleich zu erwarten war, dali es von dem des Wassers 
aus den offenen Ozeanen nicht merklich abweichen wiirde. Wir 
haben dazu sowohl im Aquariumwasser aus der zoologischen 
Station zu Neapel als im Meerwasser aus dem Golfe von Neapel 
die Schwefelsiiure und das Chlor (-- Brom) genau_ bestimmt. 

Kiir die Schwefelsiiurebestimmungen wurden 50 ccm pipet- 
tiert und zur Kontrolle gewogen. Die Bestimmungen geschahen 
weiter wie oben angegeben.?) Das Chlor wurde titrimetrisch nach 
Mohr bestimmt. 

Aquariumwasser. 
a) 50 cem (51,3220 g korrigiert auf den leeren Raum) gaben 0.3599 g Bas0), : 
SO, °o0 2,406, pro Liter 2,469. 

'! Challenger-Expedition, Physics and Chemistry, Bd. 1, 5. 158. 
lin Wasser aus der Nordsee haben wir friiher fiir SO,/Cl Werte zwischen 
O.1142 und 0,1162 gefunden, Jaarboek van het Rijksinstituut voor het 


onderzoek der zee, 1905, S. 112. 


*) S. 294. 








Die Aciditét des Magensaftes von Scyllium stellare. 299 
b) 50 cem (51,3578 g korrigiert auf den leeren Raum) gaben 0.3617 g BaS0,; 
SO, °/oo 2,416, pro Liter 2,480. 

Chlor im Mittel 21.40 g (alles Halogen als Chlor berechnet) pro Liter. 
Verhiltnis SO,/Cl im Mittel 0,1156. 
Hochseewasser. 

a) 30 cem (51,3316 ¢g korrigiert) gaben 0,3607 g BaSO, ; 

SO, °/oo 2.410, pro Liter 2,474. 

b) 50 cem (51,3190 g korrigiert) gaben 0.3611 g¢ BaSO,: 

SO, "/oo 2,414, pro Liter 2,477. 

Chlor im Mittel 21,35 g pro Liter. Verhiltnis SO,/Cl im Mittel 0,1160. 

Das Verhaltnis SO.,/Cl ist also im Aquariumwasser und im Hochsee- 
wasser identisch. 

Wir haben dann wieder eine Fibrin-Pepsin-Salzsiure- 
losung hergestellt und die obigen Versuche fortgesetzt. Diese 
Losung hatte eine Titrationsaciditiéit von 0,07346 n. 10 ecm 
gaben, neutralisiert, einen Gliihverlust von 0,216 g. Die Asche, 
00,0432 g, korrespondierte mit dem durch das Neutralisieren 
entstandenen NaCl (0,0430 g). 

Versuch VI. 45 ccm der Fibrinlésung, 

() » Meerwasser,') 
10 » Wasser. 

10 ccm neutralisiert, Titrationsaciditaét 0,02652 — C,, O.00L4, 
Py = 2,85. 

0.2946 ¢ Trockenriickstand, 0.1192 ¢ Gliihverlust. Alkalitét der 
Asche 0,0519 n.') | Gesamtchlorgehalt 0,2950 n; Chlorgehalt der Asche 
0.2584 n, Chlorverlust 0.0366 n. Die Alkalitét der Asche (0,0519) diffe- 
riert um 0.0153 n vom Chlorverlust (0.0366). Der Schwefelséureverlust 
wurde leider nicht bestimmt. Dieser Verlust wird walirscheinlich die 
ifferenz decken. 

Versuch VII. Wiederholung des vorigen Versuchs. 

0,2983 g Trockenriickstand, 0,1223 g Glihverlust. Urspriingliche 
Titrationsaciditét 0,02542, Cy 0.00186, py 2,865. Alkalitét der 
Asche 0,05295 n. Gesamtchlorgehalt 0.2950 n, Chlor der Asche 0,2593 n, 
Verlust 0,0360 n. Die Alkalitéit der Asche differiert um 0,0169 n vor 
Chlorverlust; dieser Versuch stimmt also mit dem vorigen sehr gut iiberein. 

Versuch VIII. 45 cem der Fibrinlésung, 

4 » Meerwasser, 
DS »  Essigséure (1,052 n), 
| & » Wasser. 
10 cem gaben 0.3317 ¢ Trockenriickstand (nach Neutralisieren) und 





| 0.1247 g Gliihverlust. Urspriingl. Titrationsaciditat 007727 n, Cy == 000157, 


') Dieses Meerwasser hatte einen Chlorgehalt pro Liter von 21,56 g. 
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Py 2.805. Alkalitit der Asche 0.0552 n. Gesamtchlorgehalt 0,2950 n, 
Chlorgehalt der Asche 0,2937 n. Chlorverlust 0,0013 n. Der Chlorverlus: 
ist also sehr klein und es ist wohl zu erwarten, dafS auch der (nicht 
bestimmte) Schwefelséureverlust klein gewesen ist. Unter Vernachlassigung 


dieser finden wir: 0.0552 0.0013 == 0,0539 n organische Siure und 
0.07727 — 0,0539 —= 0,02537 n anorganische Saure (zugefiigte Essigsiure 


0.0516 n, zuriickgefunden 104,5°/o). 


Versuch IX. 45 cem Fibriniésung, 
H) Meerwasser, 
10 Essigsiure (1,032 n), 
lO cem gaben, neutralisiert, 0.3720 g Trockenriickstand und 0,1392 ¢ 
Gliihverlust. Urspriingliche Titrationsaciditét 0,1235 n, Cy = 0,00182, 


py > 2,739 g. Alkalitét der Asche 0.09934 n. Gesamtchlorgehalt 0.2950 n, 
Chlorgehalt der Asche 0,2950 n. Chlorverlust 0. Unter Vernachlassigung 
des (nicht bestimmten) Schwefelsiiureverlusts also: 0,1235 — 0.09934 
= 0.0242 n anorganische und 0,09934 n organische Siiure (zugefiigte Essig- 
siure 0.1032 n, zuriickgefunden 96,2°/0), 
) Meerwasser. 

5 » Milchséure (0,971 n). 

5D » Wasser. 

10 cem gaben, neutralisiert, 0.3612 g Trockenriickstand und 0,1536 2 
(liihverlust. Urspriingliche Titrationsaciditét 0,0756 n, Cy, == 0,00415., 
Dy == 2081. Alkalitéit der Asche 0,0554 n. Gesamtchlorgehalt 0,2950 n, 
Chlorgehalt der Asche 0.2944 n, Chlorverlust 0,0006 n. Unter Vernach- 
liissigung eventuell verfliichtigter Schwefelsiure also: 0.0554 — 0.0006 


Versuch X. 45 cem Fibrinlésung, 
4 


0,0548 n organische und 0.0756 — 0,0548 = 0,0208 n anorganische 
Siiure. (Zugefiigte Milchsiiure 0.0486 n, zuriickgefunden 0,0548 node: 
L12,8°0.) 


Aus den Kesultaten der mitgeteilten Versuche geht also 
hervor, dah sowohl beim Fehlen wie in Gegenwart von Meer- 
wasser die Methode zugesetzte organische Siiure mit geniigender 
Genauigkeit zuriickfinden labt, und dab, wenn keine organische 
Siiure vorhanden ist, auch keine vorgetiiuscht wird. Man muh 
aber mit der Méglichkeit, da sich aufer Salzsiiure auch 
Schwefelsiiure verfliichtigt, rechnen. 

Weiter ist zu bemerken, daB beim Magensaft die Saure. 
falls sie eine organische ist, Jedenfalls eine starke sein muh 
und dal} bei der Neutralisation also keine gréSeren Fehler zu 
befiirchten sind. 

Wir haben dann im kiinstlichen wasserhaltigen Magensaft 
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das Verhaltnis von SO.,/Cl bestimmt, um zu sehen, ob bei diesem 
Verfahren ein Plus an Chlor gefunden wird, das mit dem Salz- 
siuregehalt iiquivalent ist. Dazu wurden die Reste der Losungen 
der Versuche VI, VII] und XJ, sowie von VII und X zusammen- 
genommen. 

a) (VI, Vill und IX) 50 cem mit 150 cem Wasser verdiinnt, mit 
reiner Salzsiure angesdiuert und die Schwefelsiure wie oben bestimmt. 


Gefunden 0.1632 g BaSO, oder 0,05598 g SO, Also auf LOOO cem 


oO te) 


| , 
1.1196 g SO,. Hierzu gehédrt 1.1196 x -, g Cl oder 9,668 g pro Liter 
O.LLd8 


oder 0.2727 n. Gefunden war ein Chlorgehalt von 0.2950 n oder 0.0223 n 
mehr. Das stimmt mit dem Salzsiéiuregehalt (siehe Versuche VI, VII und 
Vill}, geniigend iiberein.') 

b) (VIL und X). Gefunden 0,1646 g BaSO, = 0.05645 g SO,. Pro 
Liter 1,129 g SO, und 9,730 g Chlor oder 0,2744 n. Gefunden 0,295 n 
oder 0.0206 n mehr 

Man konnte also erwarten, dafi auch im Magensaft in 


dieser Weise ein Salzsiiuregehalt anniihernd aufgefunden werden 
konnte. Eine einigermafen in Betracht kommende Resorption 
oder Sekretion von Chlorid oder Sulfat war im Magen_ nicht 


zu erwarten. 

Durch die Vorversuche hatten sich also die Voraussetzungen 
als richtig erwiesen. Wir schreiten jetzt zur Beschreibung der 
Untersuchung der verschiedenen Magensaftproben. 

Magensaft I. Zwei Scyllien wurde tiglich Fibrin mit etwa 
20 ecm Meerwasser mit der Magensonde eingefiihrt, nach 24 Stunden 
wurde der Mageninhalt mit der Sonde entfernt. 

Der filtrierte Saft hatte eine Cy von 0,020. py 1,692. 

Titrationsaciditét 0.0535 n. Gesamtchlor 0.6790 n. Von diesem 
Magensaft wurden 45 ccm in einem kleinen Dialysator aus Pergament- 
papier (Schleicher und Schill) gegen 60 ccm Salzsiiure (0,01985 n) 
dialysiert. Diese Dialyse wurde urspriinglich als ein Kompensations- 
dialyseversuch vorgenommen, obgleich sich bald herausstellte, da aus 
mehreren Griinden die Kompensationsdialyse hier nicht zum Ziel fiihrt, 
besonders wegen des hohen Meerwassergehalts. 

Nach Ablauf der Dialyse gab die Untersuchung des Dialysator- 
inhalts: Cy = 0.0157, py = 1,804. Titrationsaciditat 0.03248 n. 

10 ccm gaben einen Trockenriickstand von 0.2078 g, einen Glih- 
riickstand von 01548 g. Gliihverlust 0,0530 g. Alkalitat der Asche 

1) Mit NH,Cl und Magnesiamixtur bleibt die Losung ganz klar. Nach 
Zusatz einer Spur Phosphatlésung sofort Tribung. 
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0.0405 n. Gesamtchlorgehalt 0.2517 n. Chlorgehalt der Asche 0,2191 n. 
Chlorverlust 0,0326 n. Die Alkalitét der Asche ist um 0,0079 n grifer 
als der Chlorverlust. 

Die den Dialysator umspiilende Flissigkeit gab folgendes: 

Cy 0.0171, py == 1,766. Titrationsaciditaét 0,03024 n. 

10 cem gaben einen Trockenrickstand von 0,2046 g, einen Gliih- 
riickstand von 0.1534 g, also einen Glihverlust von 0,0512 g. Alkalitit 
der Asche 0,03596 n. Gesamtchlorgehalt 0,250 n. Chlorgehalt der Asche 
0.2218 n, Chlorverlust 0,0282 n. 

Die Alkalitét der Asche ist um 0,0078 n grifer als der Chlorverlust. 
Die Ursachen fiir diese Differenzen zwischen Aschenalkalitét und Chlor- 
verlust kénnen sein: 1. der nicht in die Berechnung aufgenommene 
Schwefelsiureverlust; 2. ein kleiner Gehalt an organischer Siéure (v. Her- 
werden fand friiher etwas Ameisenséure); 3. Analysenfehler. 

Magensaft [I]. Gesammelt wie Magensaft I. 

Cy, = 0,0212, py = 1,674. Titrationsaciditat 0,0654 n. 

10 ccm gaben einen Trockenriickstand von 0.4812 g, einen Gliih- 
riickstand von 0.3252 g, also einen Glihverlust von 0,1560 g. Alkalitil 
der Asche 0.0868 n. Gesamtchlorgehalt 0.5422 n, Chlorgehalt der Asche 
0.4689 n, Chlorverlust 0,0633 n. 

Differenz zwischen der Alkalitit der Asche und dem Chlorverlus! 
0.0235 n. Sie ist hier gréfer infolge der gréfKeren Konzentration des 
Magensaftes; Ursachen wie beim Magensaft I. 

Wir haben dann zu 10 cem dieses Magensaftes 5 ccm Essigsiiure 
(1,032 n) gegeben. Gefunden wurde: 

Titrationsaciditét 0,5598 n.') 10 ccm gaben einen Trockenriickstand 
von 0.8710 g, einen Gliihriickstand von 0.5912 ¢ und einen Gliihverlus| 
von 0,2798 g. Gesamtchlorgehalt 0,5322 n, Chlorgehalt der Asche 0,5142 n, 
Chlorverlust 0,0180 n. Also, unter Vernachlassigung des Schwefelsiure- 
verlusts, der wahrscheinlich hier sehr klein ist, 0,5280 — 0,0180 = 0,510 n 
organische Séure und 0,5598 — 0.5100 —= 0,0498 n anorganische Sdaure. 
Die zugegebene Essigsiiure ist also nahezu genau zuriickgefunden (statt 
0.5160 n gefunden 0,510 n). Auch die anorganische Siure ist zum gréften 
Teil aufgefunden (statt 0,0654 n gefunden 0,0498 n). Die Differenz ist hier 
noch kleiner, als ohne Essigséurezugabe gefunden war. 

Magensaft III. Gesammelt wie Magensafte I und II, 7 Scillii, das 
Fibrin wurde zum Teil ohne Meerwasser eingefiihrt. 

Cy, = 0,0154, py = 1,812. Titrationsaciditat 0,1464 n. 

10 ccm gaben einen Trockenriickstand von 0,7758 g, Gliihriick- 

stand 0.2777 g. Gliihverlust 0.4981 g. Alkalitét der Asche 0.06045. Ge- 


') Bei der Berechnung wurde angenommen, dafs das Anfangs- 
volumen statt 15 ecm 10 ccm betrug. 

Die Titrationsaciditit hatte eigentlich 0.5160 +- 0,0654 == 0,5814 n 
sein sollen. Siehe Versuch V, S. 297. 





a 
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samtchlorgehalt 04461 n. Chlorgehalt der Asche 0.4180 n. Chlorverlust 
0.0281 n. 

Differenz zwischen der Alkalitat der Asche und dem Chlorverlust 
0,0323 n. Ursachen dieser Differenz wie beim Magensaft I. Auf jeden 
Fall sieht man auch hier, daf§ nur sehr wenig organische Siure vor- 
handen sein kann. 

In diesem Magensaft wurde die Sulfatschwefelsiure bestimmt. 
50 ccm wurden mit 150 ccm Wasser verdiinnt, die saure Reaktion mit 
etwas reiner Salzsiure verstaérkt und bei Siedehitze die Schwefelsiure 
prazipitiert. Siehe im tbrigen 8S. 294. 

Gefunden a) 0,1778 g BaSO,; b) 0.1760 g BaSQ,. 
Mittel 0.1769 g BaSO,. Also pro Liter 1,214 g SO, 

Im Meerwasser ist das Verhiltnis SO,/Cl von uns als O,1158 
gefunden. Aus dem Schwefelsduregehalt des Magensaftes wiirde man also 
aa 1214 | a 
auf einen Chlorgehalt von = = 1048 ¢ pro Liler oder 0.2956 n 

01158 
schhefen. Statt dessen gefunden 0.4461 n. Also ein Plus an Chlor von 
0.1505 n. Dieses Plus stimmt mit der Gesamtaciditaét 0.1464 n sehr nahe 
iiberein. Wir glauben darin einen weiteren Beweis zu sehen fiir die 
Gegenwart von Salzsiure im Magensaft.t) Eine einigermafen betricht- 
liche Resorption oder Sekretion von Sulfat oder Chlorid ist im Magen 
doch wohl nicht zu erwarten. | 

Magensaft lV. Gesammelt wie Magensaft II]. Fibrin ohne Meer- 
wasser gegeben. 

Cy = 0,00684, py = 2,165. Titrationsaciditaét 0.1616 n. 

10 ccm gaben (wie immer neutralisiert) 0,8426 g Trockenriickstand, 
0.2650 g Asche, also 0.5776 g Glihverlust. Alkalitét der Asche 0,0525 n. 
Chlorgehalt der Asche 0,3940 n. Gesamtchlorgehalt im Mittel 0.4326 n. 
Chlorverlust 0,0386 n. Hier wurde jetzt auch der Schwefelsiureverlust 
der Asche bestimmt. 

10 cem — 0.8506 ¢ Trockenriickstand, 0.2664 ¢ Asche. Alkalitit 
der Asche 0,05288 n. Die Asche war dabei statt mit Schwefelséure mit 
Salzsiure gelést. Der Schwefelsduregehalt der Asche wurde in der ge- 
woOhnlichen Weise bestimmt. Gefunden 0.0248 g BaSO,. Gesamtschwefel- 
saure in 30 ccm Magensaft bestimmt 0,0907 g BaSO,. Also pro 10 ccm 
0,0054 g BaSO, weniger in der Asche, also Schwefelsdéureverlust 0,0046 n 

Chlor- und Schwefelsdureverlust zusammen 0.0386 + 0,0046 =0,0432 n 
oder 0,0097 n weniger als die Aschenalkalitit. 

In diesem Versuch stimmt also die Alkalitét der Asche bis auf etwa 
0,01 n mit den Verlusten an Salz- und Schwefelsiure. Diese kleine Diffe- 
renz kann von Analysenfehlern herrithren, oder vielleicht ist auch orga- 
nische Saure bis zu einem solchen geringen Ketrage vorhanden. 


1) Siehe auch S. 301. 











» , - . . 
JOE M. A. v. Herwerden und W. E. Ringer. 


Wenn wir mit Hilfe des Verhéltnisses SO,/Cl (= 0,1158 in Meer- 
wasser) aus dem SO,-Gehalt wieder den Chlorgehalt des Magensaftes 
berechnen, so finden wir 0,2526n. Wenn also SO, und Cl im Magen- 
safte nur vom Meerwasser herriihrten, so miifte der Chlorgehalt 0.2526 n 
sein. Statt dessen wurde gefunden 0,4326n oder 0,180 n mehr. was 
mit der Titrationsaciditaét 0,1616 n bis auf ein geringes iibereinstimmt. 


Kine bessere Ubereinstimmung konnte man hier nicht erwarten. 

Fiigen wir jetzt noch hinzu, dai wir mit Chlorammonium 
und Magnesiamixtur keine Phosphorsiiure im Fibrinmagensaft 
auffinden konnten, wihrend doch ein sehr kleiner Phosphor- 
siiurezusatz sofort aufgefunden werden konnte, so ist auch die 
Phosphorsiure auszuschlieben. 

Aus den Versuchen glauben wir also mit Bestimmiheit 
schliefen zu miissen, daB die Séure des Haifischmagensaftes 
Salzsiiure ist. 

Wir wollen zum Schlu8 noch zwei Versuche mit Magensaft, 
der nach Fiitterung mit Sardinen gewonnen war, beschreiben. 

Magensaft V. Sardinenmagensaft. 

Cy 0,00574, py == 2,241. Titrationsaciditat 0,2296 n. 

10 ccm gaben 0,8370 g Trockenriickstand, 0,3067 g Glithriickstand 
und also 0,5303 g Gliihverlust. 

Alkalitiit der Asche 0,0489 n, Chlorgehalt der Asche 0.4341 n. Be- 
stimmung des Gesamtchlorgehalts mifilungen. 

Aus diesem Versuch sehen wir, daB die Titrationsaciditiit 
sehr hoch, die Cy; aber sehr klein ist. Auch die Alkalitat der 
Asche ist klein. Doch sagt dieser Versuch nicht soviel aus 
wie die vorigen, weil sich viel weniger tiberblicken laBt, was 
aus den Sardinen im Magen und bei der Analyse sich gebildet 
hat. Wir wissen z. B. nicht, bis zu welchem Grade der Phos- 
phor der Sardinen zur Phosphorsiurebildung Veranlassung ge- 
geben hat, obgleich bei dem groBen Gehalt an kohlenstoffreichen 
Produkten wohl erwartet werden kann, daf bei der Veraschung 
der weitaus groébte Teil des Phosphors sich verfliichtigt hat. 

Magensaft VI. Gesammelt wie Magensaft V. 

Ci 0,00771, pyy = 2,113. Titrationsaciditat 0,1837 n. 

1) ccm gaben (wie immer nach Neutralisation) 0,8164 g Trocken- 
rickstand, 0.38452 g Asche, also 0,4712 g Gliihverlust. 

Alkalitat der Asche 0,0643 n. Gesamtchlorgehalt 0,5255 n, Chior 
der Asche 04924 n, Chlorverlust 0,0331. 

Wenn wir von den beim Veraschen gebildeten anorganischen 








seein 








Die Aciditit des Magensaftes von Scyllium stellare. 309 


Siuren, wie Schwefelsiiure und Phosphorsiure, sowie vom Schwefel- 
siiureverlust absehen, so wiirde sich aus diesem Versuch ein Gehalt an 


organischen Siéiuren von 0,0643 — 0,0331 = 0,0312 n, und ein Gehalt 
von 0,1837 — 0,0312 — 0,1525 n an anorganischen Siuren ergeben. 


Auch bei diesem Magensaft war das grofe Siiurebindungs- 
vermoégen auffallend. Wenigstens wenn wir annehmen, dal 
die Aciditiit von einer so starken Siéure wie Salzséure herrihrt. 

Wir haben noch folgenden Versuch ausgefiihrt, um diese 
Bindung niiher zu beleuchten (S. 306). 


7% ANEUTRAL-PUVAT. (7.07) 











! j ! ! 
1 o0.osm : OA gt a1isn I2 7 
SYALZSAURE KONZENTRATION. 
A... py des Magensaftes ohne Salzsiurezusatz, 6 ccm Magensaft mit 
1 ccm Wasser verdiinnt. 
B... py des Magensaftes mit Salzsiiurezusatz, 6 ccm Magensaft mit 


1 ccm Salzsiiure von 0,4861 n verdiinnt. 

Unter der Annahme, dafs die Titrationsaciditét des Magensaftes 
bis auf ein Geringes (0.0312 n) von Salzsaure herriihrt, ist die Salzsiure- 
konzentration des mit Wasser verdiinnten Magensaftes (A) 0,1307 n; 
diejenige des mit Salzsiiure verdiinnten Saftes ist also 0.2001 n. Die 
Kurve, vom Neutralpunkt, also bei einer Salzsiurekonzentration == 0, 
durch A und B gezogen, ist ganz derjenigen, die wir beim Salzséure- 
zusatz zu Serum erhielten, ahnlich. Wiire die urspriingliche Saéure des 
Magensaftes eine schwache (organische), so hitte die Kurve ein anderes 
Aussehen zeigen miissen. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXV. 21 
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Zu 6 ccm des Magensaftes wurde 
a) 1 ccm Wasser, 
b) 1 » Salzsaure 0,4861 n zugefiigt. 
In a) gefunden: Cyy = 0,00698, py = 2,156 (ohne Verschiebung 


; ( 
des Gleichgewichts hiitte 0,00771 0 == 0,00661 gefunden werden 
ri 


mussen). 

In b) gefunden: Cy = 0,03428, py = 1,465. Die Normalitit der 
zugefiigten Salzsiure war 0,0694 n. Die der urspriinglichen Salzsiure 
unter der Annahme also, dafs’ die anorganische Séiure Salzsiure ist) 


6 
01525 x ; = 0.1307 n. 


Die zugesetzte Salzsiure hat also p,, von 2,156 auf 1,465 
gebracht. Diese Anderung ist, wie die Figur (S. 305) zeigt, ganz 
gut mit der Annahme, daf auch die ursprtingliche Siure Salz- 
siiure ist, in Ubereinstimmung. ') 

Obgleich also die Versuche mit Sardinenmagensaft, wie 
oben bemerkt, etwas weniger beweisend sind, hat man doch 
Grund, auch hier die Salzsaure als die Saéure, die zum weitaus 
grOBten Teil die Aciditét bedingt, zu betrachten. 


Zusammenfassung. 


Es wurde betont, dab Frl. van Herwerden in ihrer ersten 
Abhandlung tiber die Magenverdauung der Fische die Unzu- 
linglichkeit der SjOqvistschen Methode erkannt und durch 
Versuche bestitigt hat. 

Es wurde darauf hingewiesen, dafi die Siiure, die die 
Aciditiit des Magensaftes von Scyllium bedingte, keine schwache 
sein kann, und dali es schon deswegen unwahrscheinlich ist, 
daB die Aciditét von einer organischen Saure herriihrt. 

Es wurde eine Methode angegeben, um die Frage, ob 
im Magensaft von Scyllium organische Saure in einigermafen 
betriichtlichem MaBe vorkommt, zu lésen. Eine Anzahl von 
Versuchen mit kiinstlichem Magensaft wurde ausgefihrt, um 


') Man vergleiche die Py,-Kurve von Serum beim Salzsiéurezusatz, 
Gedenkboek van van Bemmelen, S. 254 (1910). Onderzoekingen gedaan 
in het physiologisch Laboratorium der Utrechtsche Hoogeschool, Vijfde 
reeks, Bd. 11, S. 265 (1910). 
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die Zuverlissigkeit der Methode zu priifen. Es hat sich dabei 
ergeben, dafi die Methode zu richtigen Resultaten fiihrt. 
Nach dieser Methode wurden eine Anzahl! von Magensaft- 
proben untersucht. Die Untersuchung fiihrte zu dem unzwei- 
deutigen Resultat, dali wenigstens zum weitaus gr6éBten Teil 
die Aciditét dieses Magensaftes von Salzsiiure herriihren muB. 
Dieses Resultat wurde noch auf andere Weise bestitigt, 
so durch den Vergleich des gesamten Chlorgehalts mit dem- 
jenigen, der sich aus dem Schwefelsiuregehalt des Magensaftes 
berechnen lift, unter der Annahme, daf die Salz- und Schwefel- 
siure nur vom Meerwasser herriihrten. Weiter durch das Salz- 
siurebindungsvermégen einer Magensaftprobe. 


21* 








Zur Kenntnis des Eisenstoffwechsels. 
I. Mitteilung. 


Methodisches. 
Quantitative Bestimmung geringer Hisenmengen, 
Von 


Friedrich Jahn, cand. med. 


Mit einer Kurvenzeichnung im Text. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des physiologischen Instituts der Universitat Leipzig), 


(Der Redaktion zugegangen am 19. September 1911.) 


Die Bestimmung geringer Eisenmengen in organischen 
Substanzen setzt eine exakte Veraschungsmethodik voraus. Die 
trockne Veraschung erfordert sehr viel Zeit, sténdige Beobach- 
tung und grofe Ubung, und sichert doch nicht gegen Verluste 
durch Verspritzen, durch ungeniigende Verbrennung oder durch 
Verfliichtigung!) von Eisen in der Form des Chlorids beim 
Abrauchen der trockenen Asche mit Salzséure. Demgegeniiber 
bedeutet die von A. Neumann?) eingefiihrte feuchte Veraschung 
einen grofen Fortschritt. Sie gestattet zwar nicht, die Gesamt- 
asche zu bestimmen, vermeidet aber absolut sicher Verluste 
durch Verspritzen, Verfliichtigung und ungentigende Verbrennung. 
Man kann sie in kurzer Zeit ausfiihren und gleichzeitig beliebig 
viele Veraschungen vornehmen. Voraussetzung ist allerdings 
eine peinlichst genaue Priifung der anzuwendenden Séuren auf 
Kisengehalt. Es gentigt nicht, etwa 5—10 ccm der betreffenden 
Siiure nach Verdiinnung mit Wasser mit Rhodankalilésung zu 
priifen. Man bekommt meist keine oder nur eine iiuBberst schwache 


') Kunkel, Pfliigers Arch., Bd. 50, 8. 4 (1891), und de Koninck, 
Zeitschrift f. analyt. Chem., Bd. 39, S. 515 (1900). 

*) Uber die Technik der feuchten Veraschung siehe A. Neumann, 
Diese Zeitschrift, Bd. 37, S. 115 (1902/03), Bd. 43, S. 32 (1904/05), und 
Aron in Abderhalden, Handbuch d. biochem. Arbeitsmethoden, Bd. 1, 


S. 372—390 (1910). 
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Rétung, auch wenn die zu prifende Saure eisenhaltig ist. Auber- 
dem gibt Salpetersiiure Ofters eine starke Reaktion, ohne indessen 
besonders grofe Mengen Eisen zu enthalten. 

Diese Rotung, die denselben Farbenton wie die Eisen- 
reaktion hat, riihrt von der Gegenwart von salpetriger Siiure 
her.) Nitrite, mit Schwefelsiiure und Rhodankalilésung versetzt, 
geben eine intensive Rotung, auch wenn sie eisenfrei sind. 
Diese Reaktion ist selbst in starker Verdiinnung noch deutlich. 

Die Priifung der Siuren hat infolgedessen nur Wert bei 
Untersuchung einer groferen Siiuremenge. Zu diesem Zwecke 
verdampft man eine grOfere Menge derselben, etwa 500 ccm, 
in einer Platinschale oder einem Kjeldahl-Kolben auf 5 bis 
10 cem und bestimmt nun in dieser Menge quantitativ das Eisen 
mit der spiiter zu beschreibenden Methode. Die Salpetersaure 
versetzt man nach dem Kindampfen mit einer genau abgemessenen 
Menge (10—20 cem) konzentrierter Schwefelsiiure, deren Kisen- 
gehalt bestimmt ist, und erhitzt dann bis zum Ubergang schwef- 
liger Diimpfe. Man 1liaft dann abkiihlen, gibt 100—150 ccm 
destilliertes Wasser hinzu und erhitzt wieder bis zum Ubergang 
schwefliger Diimpfe. Dies ist notwendig, um alle Salpetersiure 
zu vertreiben, da deren Gegenwart die Bestimmung des Eisens 
stark beeintriéichtigen wiirde. Bei der Bestimmung des Eisen- 
gehaltes der Salzsiiure (die aber bei der feuchten Veraschung 
nicht gebraucht wird) verfaéhrt man ebenso, nur braucht man 
das zweite Eindampfen mit Wasser nicht vorzunehmen, da es 
hier nur darauf ankommt, etwaiges Ferrosalz durch die sich 
zersetzende Schwefelsiure zu oxydieren; die Gegenwart von 
Salzsiiure hat, wie spiter gezeigt wird, auf die Bestimmung 
des Eisens bei Anwendung des unten angegebenen Verfahrens 
keinen EinfluB. Daf tatséchlich Ferrosalz durch Kochen mit 
konzentrierter Schwefelsiure vollstindig oxydiert wird, ergibt 
sich daraus, dal} schon nach kurzer Zeit starken Kochens einer 
Ferrolésung mit konzentrierter Schwefelsiure die Ferricyankali- 
reaktion nicht mehr auftritt, durch Zugabe einer reduzierenden 
Losung (Titantrichlorid) aber sofort positiv wird. 


') Beilstein, Handb. d. org. Chem., 2. Aufl., Bd. 1, S. 1010 (1886). 
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Ich fand nun in den als purissimum gelieferten Sauren, 
berechnet auf 11 Saure: 


1 1 H,SO, konz. = 0,1045 mg Fe 
1» HCl (spez. Gew. 1,19) = 0,1080 
1 » HNO,( » » 1,4 ) = 0,1704 


Diese Werte erscheinen vielleicht gering, sie fallen aber 
doch ins Gewicht, wenn man gezwungen ist, grofere Mengen 
Substanz zu veraschen, und dementsprechend ziemlich viel Siiure 
braucht, besonders dann, wenn man nach Neumanns'’) Vor- 
schlag bei Veraschung von Milch diese vorher mit dem vierten 
Teil konzentrierter Salpeterséure mischt, eindampft und erst 
dann das eigentliche Siiuregemisch zur Veraschung hinzugibt, 
oder wenn man nach Aron®) zur Vermeidung eines allzugroBen 
Schwefelsiiuretiberschusses im Verlauf der Veraschung_hiiufig 
konzentrierte Salpetersdéure zugibt. Jedenfalls gestattet die vor- 
herige Bestimmung des Eisengehaltes der Siiuren ein genaueres 
Arbeiten und die Verwendung auch stiarker eisenhaltiger Sauren. 
Man hat nur notig, die zur Veraschung angewandten Sdure- 
mengen genau abzumessen und die dieser Menge entsprechende 
EKisenmenge vom endgiiltigen Wert abzuziehen. Wie mir die 
Firma C. A. F. Kahlbaum, Berlin, auf meine Anfrage mitteilte, 
ist nur Schwefelsiure vollig eisenfrei zu erhalten, Salzsaure 
nur unter besonderen Vorsichtsmabregeln, wodurch sie wesentlich 
verteuert wird. 

Fiir die Wahl der Methode fiir die Eisenbestimmung sind 
m. E. folgende Gesichtspunkte in Betracht zu ziehen. 

Die Methode mubf: 

1. exakt arbeiten, auch in weniger getibten Hiinden, 

2. rasch arbeiten, 

3. mOglichst wenig Manipulationen mit der zu _bestim- 
menden Substanz erfordern, um Verluste durch Fillungen, Fil- 
trieren, Ofteres Uberfiillen in andere Gefii®Re usw. zu vermeiden, 

4. die Bestimmung anderer wichtiger Elemente (K, Na, 
Ca, Mg, P) in derselben Analysensubstanz gestatten. 


') Diese Zeitschrift, Bd. 43, S. 33 (1904/05). 


2) |. ¢. 
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Bei Zugrundelegung dieser Gesichtspunkte kommen m. E. 
nur maBanalytische Methoden in Betracht, besonders, da es 
sich oft um Eisenmengen von weniger als 1 mg handelt. 

Als mafanalytische Methoden stehen uns zur Verfiigung zur: 

Bestimmung des Eisens in der Ferroform: die Per- 
manganat- und die Kaliumdichromatmethode, 

Bestimmung des Eisens in der Ferriform: die jodo- 
metrische Bestimmung, die Zinnchloritirmethode nach Frese- 
nius und die spater genauer zu erérternde Titanochloridmethode 
nach Knecht und Hibbert. 

Ich wandte mich zuniichst zu der Permanganatmethode. 
Die Kaliumdichromatmethode steht ihr als Tiipfelmethode an 
Genauigkeit nach und kam deshalb nicht in Betracht. Fiir die 
erforderliche Reduktion des Ferrisalzes zu Ferrosalz kommen 
Zinnchlorir nach Zimmermann-Reinhardt, !) Zink, Schwefel- 
wasserstoff und schweflige Siiure in Betracht. Zinnchloriir ist 
nicht anwendbar, da bei geringen Eisenméngen die Lésungen 
nicht oder nur ganz schwach gefirbt sind und sich infolge- 
dessen der Endpunkt der Reduktion nicht erkennen lift. Auber- 
dem wirken aber nach Meineke?) und Skrabal,*) was noch 
wichtiger ist, auf das zur Beseitigung des Zinnchloriirtiber- 
schusses zugesetzte Merkurichlorid, das zu unloslichem Merkuro- 
chlorid reduziert wird, Ferrisalze und Permanganat oxydie- 
rend ein. 

Die drei anderen Reduktionsmittel: Zink, Schwefelwasser- 
stoff und schweflige Siiure haben den gemeinsamen Nachteil, 
daB die Reduktion sehr lange dauert. Butterfield‘) gibt an, 
da die vollstiindige Reduktion von 10 mg Fe durch Zink drei 
Stunden in Anspruch nimmt. Eigene Versuche bestiitigen dies. 
Das Zink ist nach Skrabal®) sehr schwer vollig frei von Eisen 
und reduzierenden Substanzen (Kohlenstoff) zu erhalten. Eine 
Bestimmung des Eisergehaltes und des Reduktionsvermégens 


1) Treadwell, Lehrb. d. analyt. Chem., Bd. II, 4. Aufl., 1907, S. 475. 
?) Zeitschrift f. analyt. Chem., Bd. 39, S. 323 (1900). 

3) Zeitschrift f. analyt. Chem., Bd. 42, S. 395 (1903). 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 62, S. 219 (1909). 

5 |. c, S&S. 380. 
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in einer Durchschnittsprobe gibt keine Gewahr fir voéllige Gleich- 
miifigkeit des Materials. Schwefelwasserstoff und schweflige 
Siure, deren vollige Entfernung nach der Reduktion unumgiing- 
lich ist, bediirfen zu ihrer Vertreibung liingere Zeit. Ich fand 
in zahlreichen Versuchen, daB selbst nach zweistiindigem Ein- 
leiten von Schwefelwasserstoff und Entfernung desselben durch 
Kochen unter Durchleiten von Kohlensiiure die Reduktion 
nicht ganz vollstiindig war, obgleich nur Eisenmengen von 2,5 
bis 10,0 mg Fe angewendet wurden. Wahrscheinlich wird durch 
das anhaltende Kochen die in der Lésung befindliche Schwefel- 
siiure in geringen Mengen zersetzt und dadurch etwas Ferro- 
salz oxydiert. Dementsprechend ergab die Titration mit Per- 
manganat nicht tibereinstimmende Werte. Aufberdem wird durch 
den ausgeschiedenen Schwefel nach Skrabal') stets Schwefel- 
eisen mitgerissen. Bei der starken Verdiinnung der Permanganat- 
losung nimmt ihre Farbekraft ziemlich stark ab. Bei einem 
Titer von 1 cem KMnO, = 0,25 mg Fe war zur erkennbaren 
Rotung von 100 cem kalten, destillierten Wassers 0,2—0,3 cem 
KMnO,-Lésung notig: im Verein mit den anderen Fehler- 
quellen der Permanganatmethode fillt dieser Faktor sehr in 
die Wagschale. 

Die Methoden zur Bestimmung des Eisens in der 
Ferriform haben den Vorteil, dafB eine Reduktion des durch 
die feuchte Verbrennung vollstandig oxydierten Eisens sich er- 
iibrigt: ein groher Gewinn an Genauigkeit und Zeit. Im einzelnen 
ergibt sich fiir die verschiedenen Methoden folgendes: 

1. Die jodometrische Bestimmung des Eisens er- 
fordert eine Trennung des EKisens von den anderen Elementen, 
welche die Titration beeinflussen. Neumann?) bedient sich 
hierbei seines Zinkreagens bei der von ihm modifiziertem 
Mohrschen Methode. 20 ccm von diesem Reagens entsprechen 
o—6 mg Fe; fiir eine Bestimmung soll man soviel von der 
zu analysierenden Substanz nehmen, dafi darin ca. 2—3 mg Fe 
enthalten sind. Bei sehr geringen Kisenmengen gibt man vor 
der Titration ein genau abgemessenes Quantum von der zur 


) 1 <, 8. 800. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 37, S. 123 (1902/03). 
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Titerstellung benutzten EisenlOsung hinzu und bestimmt dann 
die Eisenmenge aus der Differenz. Nun hat man aber hiautig 
im voraus gar keinen Anhaltspunkt fiir die etwa vorhandene 
Kisenmenge, z. B. in Nahrungsmitteln, in pathologisch veranderten 
Organen (bei Stauungszustiinden) usw. Man kennt also nicht 
die jeweils notwendige Menge des Zinkreagens. Nach Neu- 
mann wirkt ein groBer UberschuB Zinkreagens durch die grofe 
Menge in den Niederschlag tbergehende Phosphorsiure auf die 
jodometrische Bestimmung ein und macht sie ungenau. Ferner 
kommt es nach Aron’) zuweilen vor, dab der Zinkniederschlag 
ein gelbliches Aussehen hat. Es ergeben sich dann abweichende 
Resultate, und die Analyse ist verloren. 

Von prinzipieller Bedeutung ist das Verfahren bei der 
Titration. Die Jodstiirkereaktion, ohne Zweifel eine der empfind- 
lichsten Reaktionen der analytischen Chemie, ist abhangig von 
der Gegenwart von Jodwasserstoff oder von loslichen Jodiden 
und deren Konzentration. Bei ”/10-Jodlésung spielt der Kinflub 
der Jodidkonzentration keine groBbe Rolle, bei "/i00-LOsung sind 
die entstehenden Fehler nach Treadwell?) bereits betriicht- 
lich; a fortiori wachsen sie bei noch verdiinnteren Lésungen, 
etwa "/250, wie sie Neumann anwendet. Wenn man bei der 
Bestimmung moglichst genau dieselbe Konzentration einhiilt wie 
bei der Titerstellung, kann man diese Fehler sehr verringern. 
Doch ist es nicht immer leicht, diese Verhiiltnisse zu realisieren. 
Von Wichtigkeit ist ferner strenge Vermeidung: von Siureiiber- 
schuB. Neumann®) gibt hierfiir selbst genaue Anweisungen, 
er unterlifBt es aber leider, auf den Einflu{B der Konzentration 
hinzuweisen. Ich bekam daher bei der Priifung von Neu- 
manns Methode sehr ungenaue Resultate und fand dies von 
Butterfield‘) bestitigt. Dieser Autor schreibt: «Die Resultate 
sind néimlich in hohem Grade von der Aciditaét der LO6sung und 
der Temperatur, sowie von der Art der Titration des Endpunktes 
abhiingig. Man braucht sich daher nicht zu wundern, wenn 

1) |. c, S. 415, Anm. 3. 

*)} 1. c, S. S01ff. u. S. S31. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 43, S. 34 (1904/05). 

4) 1c, S. 218. 
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man nach den abweichenden Vorschriften von F. Mohr, Tread- 
well und Neumann verschiedene Resultate erhilt. Nach zahl- 
reichen Versuchen haben wir die Reaktion so sehr von der 
Temperatur und dem Salzgehalt der LOsung abhingig gefunden, 
daB wir die jodometrische Bestimmung des Eisens mit ®/250- 
Thiosulfat ganz aufgegeben haben.» Jedenfalls ist die jodo- 
metrische Bestimmung nur bei ganz exaktem Arbeiten brauch- 
bar und erfordert ein hohes Mafi Kritik und Erfahrung. 

In letzter Zeit sind von Klinikern und Physiologen verschie- 
dene Fragen der Physiologie und Pathologie mit der Neumann- 
schen Methode bearbeitet worden. Hierher gehéren die Arbeiten 
von K. Biirker, Die physiologischen Wirkungen des Hohen- 
klimas (Pfliigers Arch., Bd. 105, 5S. 480 [1904]), A. Schmidt 
und QO. David, Uber die therapeutische Verwendung sauerstoft- 
armer Luft beim Menschen (Minch. med. Wochenschr. 1911, 
S. 939), L. Asher, Die Funktion der Milz (Deutsch. med. 
Wochenschr. 1911, 5. 1252). Fir sie alle gelten die Einwande, 
die gegen die jodometrische Methode geltend gemacht wurden. 
Speziell gegen die Arbeit von Schmidt und David lassen sich 
auberdem noch sehr gewichtige Bedenken erheben, fiir die ich 
als Gewihrsmann Neumann!) selbst anfiihren kann. Er sagt: 
‘Die hier beschriebene Eisenbestimmung ist nur fiir solche 
Fille berechnet, bei denen es sich, wie bei physiologischen 
Untersuchungen meistens, nur um sehr kleine Eisenmengen 
(héchstens 5—-6 mg) handelt». Schmidt und David arbeiteten 
aber mit Eisenmengen von ca. 13 — 24 mg Eisen. Ferner braucht 
man fiir diese Menge 80—100 ccm Zinkreagens. Wie erwahnt, 
wird durch die groBe Menge Phosphorsaure, die in den Nieder- 
schlag tibergeht, die jodometrische Bestimmung ungenau. 

2. Die Bestimmung des Eisens nach Fresenius?) 
mittels Zinnchloriir als Reduktionsmittel beruht auf demselben 
Prinzip wie die gleich zu beschreibende Titanochloridmethode. 
Da zur Riicktitrierung des iiberschiissigen Zinnchloriirs Jod- 


') Arch. f. (Anat. u.) Physiol., 1905, S. 212, Anm. 
*) Zeitschr. f. analyt. Chem., Bd. 1, S. 26, u. Lehrbuch, 6. Aufl., 
Bd. II, S. 288. 
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josung benutzt wird, so sind gegen diese Methode dieselben 
Einwiinde zu erheben wie gegen Neumanns Methode. 

3. Da die bisher angefiihrten Methoden nicht zum Ziele 
fiihrten, wandte ich mich zu der von K. Knecht und E. Hib- 
bert!) angegebenen Bestimmungsmethode des Ferri- 
eisens mittels Titanochlorid. Sie beruht auf folgendem 
Prinzip: Versetzt man eine saure Ferril6sung mit Titanochlorid, 
so erfolgt in der Kilte sofort Reduktion zu Ferrosalz: 

FeCl, -+- TiCl, = TiCl, -+ FeCl,. 
O 


2) <= 0,8 g 


Es entsprechen also 1000 cem !/10-n-TiCl, = 
Fe 
10 
ist sehr einfach. Zur Herstellung der Titanochloridlésung be- 
nutzt man die im Handel befindliche, elektrolytisch gewonnene 
15°/oige Titanochloridldsung. Man versetzt sie mit dem gleichen 
Volumen konzentrierter Salzsiiure, kocht einige Minuten, um 
etwa vorhandenen Schwefelwasserstoff zu vertreiben, und ver- 
diinnt mit dem zehnfachen Volumen ausgekochten Wassers. Um 
die Lésung gegen Luftoxydation zu schiitzen, bewahrt man 
sie in einer Flasche auf, die einerseits mit einem Wasser- 
stoffapparat, anderseits mit einer Biirette verbunden ist, und 
setzt die LOsung unter Wasserstoffatmosphiire. Nach Treadwell 
kann man auch statt Wasserstoff Kohlensiiure benutzen. Ich 
hatte dies zuerst getan; es zeigte sich aber, dafi die Kohlen- 
siiure Unzutriglichkeiten mit sich bringt. Die Lésung sittigt 
sich mit Kohlenséure, infolgedessen entweichen beim Titrieren 
Kohlensaureblischen, da der Atmosphiirendruck geringer ist 
als der Druck der Kohlensaéure in der Vorratsflasche. 

Zur Titerstellung der Titanochloridl6sung benutzt Knecht 
eine oxydierte Ferroammonsulfatlésung, Treadwell eine em- 
pirische, mit Blumendraht hergestellte Ferrichloridldsung. Die 
Titerstellung geschieht folgendermafen: Man mift ein be- 
stimmtes Quantum der Eisenlésung ab in ein Becherglas und 
laBt dann unter Einleiten von Kohlenséure in das Becherglas 
die Titanochloridlosung zufliefBen. Wenn die Eisenlésung ziem- 


Sauerstoff = = 5,585 g Fe. Die urspriingliche Methode 








1) Berl. Ber., Bd. 36 (1903), S. 1551; Treadwell, 1. c., S. 529. 
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lich entfirbt ist, titriert man tropfenweise weiter, indem man 
von Zeit zu Zeit einen Tropfen der LOsung herausnimmt und 
mit Rhodankalildsung prift. Sobald keine Rétung mehr ein- 
tritt, ist die Titration beendet. In einer spiatern Mitteilung?) 
gibt Knecht an, man soll der LOsung von Anfang an Rhodan- 
kali in betriichtlichem UberschuB zusetzen und bis zum Ver- 


schwinden der roten Farbe titrieren. Die Bestimmung wird 
dadurch vereinfacht und beschleunigt. 

Die Ausftihrung der Eisenbestimmung geschieht genau 
so wie die Titerstellung. 

Bei der Priifung der Titanochloridmethode zur Bestim- 
mung geringer Eisenmengen mufte vorerst die Frage _ tiber 
die Wahl der Titersubstanz Erledigung finden. Zuniichst be- 
nutzte ich Ferroammonsulfatlbsung von genau bekanntem Ge- 
halt. Da dieses Salz sich jedoch durch Umkrystallisieren schwer 
reinigen laBt, und auch sonst Bedenken gegen seine Anwen- 
dung bestehen,?) sah ich mich nach anderen Titersubstanzen 
um. Blumendraht ist seines schwankenden Eisengehaltes wegen 
nicht anwendbar. Auch das elektrolytisch hergestellte Eisen, 
das Treadwell*) empfiehlt, hat nicht allgemeine Anerkennung 
gefunden. Die Ansichten tiber seine Verwertbarkeit sind jeden- 
falls sehr geteilte. Brandt*) schlug nun als Titersubstanz che- 
misch reines Eisenoxyd vor, das schon vorher von H. Wdo- 
wiszewski*®) empfohlen worden war. Wdowiszewski ver- 
wendet ein noch Hydroxyd enthaltendes Produkt, dessen 
Wassergehalt vor der Titerstellung bestimmt werden mub. 
brandt benutzt dagegen wasserfreies, bis zur Gewichtskonstanz 
gegliihtes Kisenoxyd. Dieses wird aus mdglichst reinem, ins- 
besondere kobaltfreiem Eisen hergestellt und gereinigt.®) Die 

1) Berl. Ber., Bd. 40 (1907), S. 3824. 

2) Skrabal, Zeitschr. f. analyt. Chem., Bd. 42, S. 394, 1903, und 
Bd. 43, S. 97 (1904). 

‘) Treadwell, |. c., 8. 77. 

‘') Brandt, Chemiker-Zeitung, Bd. 32, S. 812, 830, 840 und 8ol 
(nach Bericht von H. Weber, Zeitschr. f. analyt. Chem., Bd. 48 S. 703 (1909). 

’) Zeitschr. f. analyt. Chem., Bd. 42, S. 183 (1903). 

®) Die Einzelheiten der Reinigungsmethode s. Zeitschr. f. analyt. 
Chem., Bd. 48, S. 706 (1909). 
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Firma C. A. F. Kah]baum bringt garantiert chemisch reines 
Eisenoxyd zur ‘Titerstellung in den Handel. Die Methode der 
Titerstellung mit diesem Material ist ohne Zweifel einwandfrei. 
Die Herstellung der Titerldsung geschah folgendermafen: Zu- 
niichst wurde das Eisenoxyd fiinf Stunden auf 150° C. erhitzt, 
um jede Spur von Feuchtigkeit zu entfernen. Darauf wurden 
0,14297 g!) F,O, entsprechend 0,1 g Fe mit 20 cem konzen- 
trierter Schwefelsiiure mit ca. 200 cem destillierten Wassers im 
Kjeldahl-Kolben erhitzt unter Benutzung des Siegfriedschen 
Schiittelapparates, um das StoBen der Fliissigkeit zu vermeiden. 
Man 1ié$t 6fters erkalten und fiillt das verdampfte Wasser nach. 
Beim Eindampfen bildet sich eine griinliche, dickfliissige Masse, 
die sich durch Verdiinnen mit Wasser und Erhitzen klar lést. 
Die Lisung des Eisenoxydes erfolgt in verdiinnter Schwefel- 
siiure rascher als in konzentrierter. Man kocht so lange, bis 
alles Eisenoxyd geldst ist, was mehrere Stunden dauert. Nach 
dem Abkiihlen spiilt man die Losung in einen Literkolben 
und fiillt bis zur Marke mit destilliertem Wasser auf. 1 ecem 
der Lésung enthilt dann 0,0001 mg Fe. Nach Fertigstellung 
der Titerl6sung priift man sie mit Ferricyankalil6sung, die man 
aus mehrmals abgespiilten Ferricyankalikrystallen frisch her- 
gestellt hat (Ferricyankali verwandelt sich beim langeren La- 
gern durch Staub an der Oberfliche teilweise in Ferrocyankali?) 
und gibt dann mit Ferrisalzen Blaufiirbung) auf Gegenwart 
von Fe’. Ich habe niemals Fe’ nachweisen kénnen. Sollte es 
jemals der Fall sein, so muf eine neue LOsung hergestellt 
werden, da sicher dann eine Verunreinigung vorliegt. 

Die eigentliche Priifung der Methode zur Anwendung 
auf geringe Kisenmengen geschah folgendermafen: 10 ccm 
konzentrierter 15°/oiger Titanochloridl6sung wurden mit 10 ecm 
reinster Salzsiiure (spez. Gew. 1,19) in einem mdglichst kleinen 
Becherglas (um durch Verringerung der Oberfliiche die Oxy- 
dation durch den Luftsauerstoff moéglichst hintanzuhalten) ei- 
nige Zeit schwach gekocht und die Dimpfe mit Bleipapier auf 


') Atomgewichtstabelle 1910 nach Kuster: Logarithm. Rechen- 
tafeln, 10. Aufl., 1910. 
*) Treadwell. Ll. c., S. 490, Anm. 
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Schwefelwasserstoff gepriift. Ich fand niemals H,S. Sollte aber 
H,S nachzuweisen sein, so mufB man bis zum Verschwinden 
der H,S-Reaktion kochen. Darauf kiihlt man die Lésung még- 
lichst rasch ab, fiillt sie in eine 2 l-Flasche und gibt 2000 cem 
ausgekochtes und vollstindig abgektihltes Wasser hinzu. Man 
verbindet nun, wie oben beschrieben, die Flasche mittels 
eines doppelt durchbohrten Gummistopfens durch zwei Glas- 
rohren einerseits mit einem Wasserstoffapparat, anderseits 
mit der Biirette, die auch ihrerseits mit dem Wasserstoffapparat 
in Verbindung steht. Den Gummistopfen reinigt man nach 
Knechts Angabe oOfters mit einem mit Toluol befeuchteten 
Lappen, um die Diffusion des Luftsauerstoffes modglichst aus- 
zuschalten. Die Glasréhre, die der Titanldsung den Wasserstoff 
zufiihrt, mu bis auf den Boden der Vorratsflasche reichen, 
damit der austretende Wasserstoff die TitanlOsung passieren 
mufs und dadurch Oxydation durch Luft mdglichst vorbeugt. 
Natiirlich reicht auch die andere Glasrohre, die die Titanlésung 
mit der Biirette verbindet, bis auf den Boden der Vorrats- 
flasche, da sie ja als Heber wirken soll, eine Anordnung, die 
jedem vom Arbeiten mit Normalnatronlauge oder Normalbaryt- 
losung her bekannt ist. Hervorheben muf ich, dai die Her- 
stellung der LoOsung nur in kaltem Zustande geschehen darf. 
Bei der Mischung einer heifen konzentrierten Titanochlorid- 
ldsung mit heifem Wasser entsteht eine kolloidale, opales- 
cierende Fliissigkeit, die diesen Zustand dauernd bewahrt und 
nicht zu verwenden ist. 

Da der Wasserstoff, wie man ihn im Kippschen Apparat 
entwickelt, stets H,S enthalt, wie wiederholte Priifungen er- 
geben haben, so reinigt man ihn durch eine Kaliumperman- 
ganatlOsung. Aus der leichten Oxydierbarkeit des Titanochlorids 
dureh den Luftsauerstoff ergibt sich als erster Grundsatz bei 
der Titration: Sauerstofffreie Atmosphire. Sie wird leicht er- 
reicht durch Einleiten von Kohlenséure in das Gefiifi mit der 
zu bestimmenden Lésung. Man hat nur darauf zu achten, dab 
die Auslaufspitze der Biirette in die CO,-Atmosphiire hinein- 
ragt. Als recht praktische Titriergefiibe bewdahren sich die ge- 
wohnlichen Absaugekolben. Man verbindet den seitlichen An- 
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satz mit dem Kohlensiiureapparat durch einen langeren Schlauch. 
Das ist viel handlicher, als wenn man im Flaschenhals noch 
das Zuleitungsrohr fiir die Kohlensiiure neben der Auslauf- 
spitze der Burette hat. 

Nachdem durch zahlreiche Vorversuche die eben darge- 
legten Punkte klargestellt und somit etwaige Fehlerquellen 
beseitigt waren, wurde mit der Titration begonnen. 20 ccm 
einer nach den obigen Angaben hergestellten Ferrisulfatlésung, 
entsprechend 2 mg Fe, wurden in eine Saugflasche abpipettiert und 
dazu 100 ccm luftfreies Wasser, 5 ccm konzentrierte Schwefel- 
sdure und 5 ccm einer 10°/oigen Rhodankalil6sung!) und unter 
Kohlenséureatmosphire Titantrichloridlédsung zugegeben. Luft- 
treies Wasser bereitet man sich, indem man den fir die Ti- 
tration notigen Kohlensaureapparat durch ein T-Rohr mit einer 
mehrere Liter fassenden, mit destilliertem Wasser gefiillten 
Flasche verbindet. Das Einleitungsrohr fiir die Kohlensiure 
reicht bis auf den Boden der Flasche. Die Entnahme des 
Wassers geschieht durch eine zweite bis auf den Boden der 
Flasche reichende, als Heber wirkende Glasréhre, die man 
durch einen Quetschhahn verschlieBt. Um den Endpunkt der 
Entfiirbung genau zu erkennen, wurde die Saugflasche auf 
eine weibe Porzellanplatte gesetzt. Eine gleiche Platte bildete 
im rechten Winkel zu der ersten den Hintergrund. Es ergab 
sich, daBi die Entfarbung der Losung allmiihlich beginnt und 
langsam fortschreitet. Nach dem Zugeben der ‘Titanochlorid- 
losung dauerte es lingere Zeit, bis keine weitere Entfiirbung 
mehr eintrat. Und besonders gegen Ende der Titration war 
es nicht zu erkennen, ob man nicht schon zuviel Titanochlorid 
zugesetzt hatte. Das Resultat zahlreicher Versuche war fol- 
gendes: je nachdem man die TitanlOsung rasch in kurzen 
Pausen zufliefen lie} oder aber sie ganz langsam in langen 
Abstiinden zugab, wurden mehr oder weniger Kubikzentimeter 
Titanochlorid verbraucht. Beispielsweise wurden fiir 2 mg Eisen 
bei einer Temperatur von 12° C. verbraucht bis zur volligen 
Entfirbung der Loésung: 

8) Zur Herstellung der Liésung wurde das reinste Kahlbaumsche 
Praparat («Zur Analyse mit Garantieschein») benutzt. 
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13,4 ecm TiC!],-Lésung: Dauer der Titration: 2 Minuten 
9.3 . » , >» 6 

Zur Beschleunigung der Reaktion wurde die LOsung auf 
70° C. erwiirmt. Die Entfiirbung findet bei dieser ‘Temperatur 
sehr rasch statt, und demgemiéb erhielt ich zunichst gute 
‘esultate. 2 mg Fe wie oben titriert ergaben bei wiederholten 
Versuchen bei ziemlich rascher Titration Werte, die zwischen 
93 und 9,5 ecm TiC], lagen. Bei weiteren Versuchen ergaben 
sich aber zuweilen sehr bedeutende Differenzen. Ich bekam 
Werte von 7,5, 3,5, ja sogar 1,9 ccm TiCl, fiir 2 mg Eisen. 
Die Ursache fiir diese Abweichungen liegt darin, dal sich 
Rhodankalilésung in der Hitze bei Gegenwart von Schwefel- 
siiure zersetzt.!) Es bildet sich dabei NH, und Kohlenoxy- 
sulfid, COS, das sich in Wasser lést und dabei in CO, und 
HS zerfallt.2) Mit Bleipapier kann man leicht H,S_ nach- 
weisen. [Es ist klar, dafi dadurch eine erhebliche Reduktion 
von Ferrisulfat stattfindet. Die grofen Differenzen erklaéren 
sich einfach daraus, dai je nach zufilligen Umstinden ver- 
schieden lange Zeit erhitzt wurde, und infolgedessen ver- 
schiedene grofie Eisenmengen reduziert wurden. 

Durch geniigend langes Erhitzen einer Ferrildsung mit 
Rhodankali kann man alles Eisen reduzieren, sodafi die L06- 
sung farblos wird und sich erst durch Zugabe neuer Eisen- 
losung wieder rotet. Auch beim Stehen an der Luft féirbt sich 
die Losung wieder durch Oxydation des Ferrorhodamids. 

Nachdem der Weg, die Reaktionsgeschwindigkeit durch 
hOhere Temperatur zu beschleunigen, sich als ungangbar er- 
wiesen hatte, wurde versucht, die Reduktion des Eisens durch 
Titanochlorid katalytisch zu beschleunigen. Zusatz von NaCl, um 
die Ionisation des Ferrisulfates und des Titanotrichlorids zurtick- 
zudriingen, war erfolglos. Als Katalysatoren wurden angewendet: 
Aluminiumehlorid, Mangansulfat, Kobaltsulfat, Nickelsulfat, Zink- 
sulfat, Platinchlorid, Uranylacetat; aber durchwegs ohne Erfolg. 
Auf Grund einer Arbeit von Jean Piccard®) tiber die kata- 

') Beilstein, lL. ¢., 5. 1008. 


2) Beilstein, I. c., S. 720. 
8) Berl. Ber., Bd. 42, S, 4341 (1909). 
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lytische Wirkung von Séuren auf die Reduktion organischer 
Farbstoffe durch Titanochlorid wurden Weinsiiure, Oxalsaure, 
Cyankalium und Calciumfluorid auf ihre katalytische Wirkung 
geprift. Piecard gibt in seiner Arbeit keine genauen Daten, 
er scheint sich nur auf subjektive Schitzungen verlassen zu 
haben. Ich konnte bei keiner der erwihnten Substanzen eine 
Reaktionsbeschleunigung erkennen. Mdglich ist immerhin, dab 
sich bei genauer Untersuchung mit zuverliissigen Methoden 
Unterschiede ergeben. Fiir vorliegende Arbeit ist dies ohne 
Belang. Mdglicherweise ist ein EinfluB von Cyankalium vor- 
handen, doch lift sich ohne objektive Messung kein sicheres 
Urteil abgeben. Bei der Giftigkeit des entweichenden Cyan- 
wasserstoffes wire auch eine dauernde Anwendung von Cyan- 
kalium nicht ratsam. Es ist tibrigens wahrscheinlich, dah, wenn 
sich ein katalytisch beschleunigender Einfluf{ der betreffenden 
Stoffe wirklich nachweisen liefe, das darauf beruhen wirde, 
daB sich komplexe Salze!) des Eisens und Titans mit den ver- 
=chiedenen Substanzen bilden und hierdurch der Keaktionsver- 
lauf modifiziert wird. 

Wie erwihnt, findet das Titanochlorid auch zur Reduktion 
organischer Verbindungen Verwendung, und Knecht?) hat es 
zur quantitativen Bestimmung organischer Farbstoffe benutzt. 
Es wurde versucht, derartige Farbstoffe fiir vorliegenden Zweck 
zu verwerten. In Betracht kamen Methylenblau und _ indig- 
schwefelsaures Natrium. Es waren verschiedene Wege gangbar. 
Man konnte 

1. nach Feststellung des Titers einer empirischen Farb- 
l6sung zu der Eisenlisung (ohne Rhodankali) eine bestimmte 
Menge der Farblésung zusetzen und bis zum Verschwinden der 
Farbe titrieren. Aus der Differenz hiitte man die fiir das Eisen 
verbrauchte Titanochloridmenge berechnen koénnen, allerdings 
nur unter der Annahme, das bei der Reduktion zuerst das Eisen 
ind dann die Farblisung reduziert wirde. Diese Annahme 
konnte dadurch bewiesen werden, dafi eine Methylenblaulésung, 





+ 


“ Jacoby in Abbeggs Handb. d. anorg. Chem., Bd. 3, 2. Abt., 
>. 417 (1909). 
2) Berl. Ber., Bd. 38, S. 3319 (1905); Bd. 40, S. 3819 (1907). 
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die durch Titanochlorid voéllig reduziert und farblos geworden 
ist, auf Zusatz von Ferrilésung sich wieder blaéut. Das Methylen- 
blau oxydiert sich also wieder auf Kosten des Eisens, das dabei 
in die Ferroform tibergeht, ob allerdings quantitativ, bleibt un- 
entschieden. Aber auch hier zeigte sich schon bei der Titer- 
stellung der Farblésung, daf die Reaktion in der Kialte sehr 
langsam verliuft, sodaB man leicht tibertitriert.!) Auch Er- 
wiirmung auf 70° C., die hier ohne schadigende Wirkung ist, 
hatte keinen Erfolg, ebensowenig die obenerwiéhnten Katalysa- 
toren. Ohne Einflu8{ war auch das von Knecht bei der Farb- 
stofftitration benutzte Seignettesalz. 

Ein anderer Weg war, daB man 

2. versuchte, den Uberschub von zugesetztem Titanochlorid 
durch Methylenblaulésung zurickzutitrieren. Aber auch hier 
war der Endpunkt der Reaktion, das Auftreten der Bliuung 
durch Methylenblau, sehr unscharf zu erkennen. Es entsteht 
ganz allmiihlich eine ganz feine Bliuung, die nur sehr langsam 
zunimmt. Also auch auf diese Weise war nicht vorwirts zu 
kommen. Dieselben Versuche wurden mit indigschwefelsaurem 
Natron wiederholt, mit demselben Resultat. 

Beim Durcharbeiten der Literatur fand ich den Hinweis, 
daB man das unverbrauchte dreiwertige Titan durch Ferrisalz- 
lésung riicktitrieren kann. A. Stihler?) gibt in einer Arbeit 
liber die volumetrische Bestimmung des Hydroxylamins mittels 
dreiwertigen Titans an, da} man auch Permanganat oder Kalium- 
dichromat benutzen kénne. Knecht und Hibbert benutzen 
eingestellte Eisenammonalaulésung zum Riicktitrieren bei der 
Bestimmung des Wasserstoffsuperoxyds®*) und bei der Bestimmung 
von Nitrokorpern. *) 

Zuniichst versuchte ich, den TitantiberschuB durch Per- 
manganat wegzutitrieren. Aber schon der Vorversuch, eine 
Permanganatlosung gegen Titantrichloridlésung  einzustellen, 
ergab ungeniigende Resultate, wie folgende Ubersicht zeigt: 

') Siehe hieriiber auch Wichern, Diese Zeitschrift, Bd. 57, S. 368 
(1908). 

*) Berl. Ber., Bd. 37, S. 4732 (1904). 

) Berl. Ber., Bd. 38, S. 3324 (1905). 

‘) Berl. Ber., Bd. 40, S. 3820 (1907). 
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10 ccm Permanganatlésung verbrauchten 9,25 ccm TiC, 


10 ” ; » 9, f 5 > 
5 > 4 » 42 » 
5 » 4 » 4D 


Die Reaktion verlauft hier ziemlich rasch, die Gefahr des 
Ubertitrierens ist gering. Durch einige Tropfen Permanganat 
trat Rotfirbung der Lésung ein. Denselben negativen Erfolg 
hatte der Versuch, Titanldsung durch Permanganatlésung bis 
zu bestehenbleibender Roétung zu titrieren. 

Erst die Riicktitration mit der als Titerldsung benutzten 
Eisenlosung, eigentlich der nachstliegende Gedanke, ergab brauch- 
bare Werte. Die Vorversuche bestanden darin, daf zu einer 
bestimmten Menge Titanl6sung nach Zugabe von Rhodankali- 
l6sung unter Kohlensiiureatmosphire solange EisenlOsung zu- 
getropfelt wurde, bis eine dauernde Rétung der LOsung ein- 
trat. Der Endpunkt ist sehr scharf zu erkennen. Jeder ein- 
fallende Tropfen der Eisenlosung fiirbt die Fliissigkeit schwach 
rotlich. Die Entfiirbung tritt anfangs rasch, spater langsamer 
ein. Man gibt dann die Kisenlésung langsam in kleinen Tropfen 
zu. Wenn die Roétung fiinf Minuten bestehen bleibt, ist die 
Titration beendet. Die Auslaufspitze der Biirette fiir die Eisen- 
lésung wie auch fiir die Titanlésung muf moglichst fein sein, 
um mdoglichst kleine Tropfen zu bekommen. 1 ccm soll un- 
gefiihr 30 Tropfen geben. 

Die Eisenrhodanreaktion ist sehr empfindlich. Durch 
0,1 cem Ejisenlésung entsprechend 0,01 mg Fe wurde eine 
Lésung, die in 100 cem 5 cem konzentrierte Schwefelsiiure 
und 5 ecem 40°/oige Rhodankalilésung enthielt, deutlich gerotet. 
Unter Kohlensiiureatmosphare aufbewahrt, war die Losung nach 
60 Minuten nahezu farblos. Doch genitigte 1 Tropfen Eisen- 
losung, um wieder deutliche Rétung hervorzurufen. Die Empfind- 
lichkeit ist also um ein mehrfaches grdfer als die einer Per- 
manganatlésung mit héherem Titer. Man vergleiche hieriiber 
das auf S. 312 iiber die Farbekraft der Permanganatlosung in 
starker Verdiinnung Gesagte. 

Die Titerstellung geschieht nun folgendermaben: 

Man mifit 10 cem der Eisenlésung, entsprechend 1 mg Fe, 
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aus einer Biirette in eine Saugflasche ab und gibt 100 ccm 
luftfreies Wasser, 5 ccm reinste konzentrierte Schwefelsiiure 
und nach dem Abkiihlen 5 ccm einer 40°/oigen Rhodankali- 
losung hinzu. Durch das Ansatzrohr der Saugflasche leitet 
man Kohlenséiure ein und laft nun langsam die Titanlésung 
eintropfen bis zur volligen Entfarbung der tiefroten Loésung. 
Nun liest man die verbrauchten Kubikzentimeter Titanlisung 
ab und gibt nun solange Eisenlésung hinzu, bis eine mindestens 
5 Minuten bestehen bleibende Roétung eintritt. Dabei mu un- 
unterbrochen Kohlensiiure eingeleitet werden. Die verbrauchten 
Kubikzentimeter EisenlOsung addiert man zu den 10 ccm Eisen- 
losung hinzu und berechnet daraus den Titer der Titanlésung. 

Beispiel: 10 ccm Eisenlésung, entsprechend 1 mg Fe, 
werden durch 7,75 ecm Titanlisung vollig entfiirbt. Der Uber- 
schul} der TitanlOsung erfordert 4,3 ccm Eisenlosung (0,43 mg Fe) 
bis zum Bestehenbleiben der Rétung, also entsprechen 14,3 ccm 
Kisenlosung (1,43 mg Fe) 7,75 ccm Titanlosung, oder 1 cem 
Titanldsung = 1,845 ccm Eisenlosung = 0,1845 mg Fe. 

Die Bestimmung des Eisens einer Losung geschieht fol- 
gendermasien: Man fiigt der Losung 5 ccm reinste Schwefel- 
siiure und nach dem Erkalten 5 ecm 40°/oiger Rhodankali- 
losung hinzu, setzt unter Kohlensiiureatmosphiire und _ titriert 
mit Titanlisung bis zum Verschwinden der Farbe. Der Uber- 
schul der Titanlosung wird mit Eisenl6sung wegtitriert bis zu 
dauernder Rotung. Der Wert der verbrauchten Eisenlésung 
wird von der aus der verbrauchten Titanlésung berechneten 
Kisenmenge abgezogen. 

Beispiel: Bis zur Entfirbung einer unbekannten Eisen- 
lOsung werden verbraucht 20 ecm Titanlisung, entsprechend 
3,690 mg Fe bei Zugrundelegung des Titers aus vorigem Bei- 
spiel. Zur Riicktitrierung der tiberschtissigen Titanl6sung ver- 
brauche man 3,2 ccm Eisenl6sung. Also ist der wahre Eisen- 
gehalt der Losung: 3,690—0,32 mg Fe = 3,370 mg Fe. 

Zur scharfen Erkennung der Rotung benutzt man die 
oben S. 319 erwiihnten Porzellanplatten. Daf man fiir méglichst 
gutes Licht sorgen muh, ist selbstverstiindlich. 

Naechdem also durch die Riicktitrierung des Titantiber- 
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schusses durch die Titerldsung eine scharfe Erkennung des 
Endpunktes der Reaktion erméglicht war, wurde die Methode 
einer genauen Priifung unterworfen. 

Zunachst war festzustellen, ob der Verlauf der Reaktion 
2 TiC], ++ Fe,(SO,), -+- 2HCl = 2 TiC], +- 2 FeSO, -+ H,SO, 
bei verschiedenen Mengen Titanochlorid immer in gleichen 
quantitativen Verhiltnissen erfolgte. Folgende Versuchsreihe 
ermoglicht die Entscheidung der Frage. Verschiedene genau 
abgemessene Mengen Titanochloridlésung wurden unter Kohlen- 
siureatmosphiire zu je 100 cem luftfreien Wassers, das 5 ccm 
konzentrierte Schwefelsiure und 5 cem 40°/oige Khodankali- 
l6sung enthielt, zugegeben und durch Eisenlésung bis zu be- 
stehen bleibender Rotung titriert. Flr steigende Mengen Titan- 
ldsung ergaben sich folgende Eisenwerte: 


Der gefundene Wert 
ist das ...fache vom 
Werte fiir 2 ccm 

Tits ] 
Pitanlosung 
(0,29 mg Fe) 


2ccm Titanlésung = 2,9 ccm Eisenliésung = 0,29 mg Fe 1 O00 
} > » — 9.89 oo aos 0.589 ° 2.017 
e > =e $77 > == (1),877 > 3,024 
& , » =. 11.65 > » = 1,165 » ” 4.017 
10 > » = 1 t.57 > = 1,457 » 5,024 
29): > == 29) » > =2905 >» » 10.017 
com 10/3 
°°) 
10 4 


« 


4 


D2 06 70 te 48 22 26mg fe 





Der geradlinige Verlauf der Kurve zeigt, dafi zwischen 
der Menge angewandter Titanlésung (x) und der verbrauchten 
Eisenmenge (y) eine einfache Beziehung besteht von der Form: 
y = cx -+- C. Die Konstante C dieser linearen Funktion ist 
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im vorliegenden Falle = O; denn ein Blick auf die Kurve 
zeigt, dali diese im Nullpunkt des Koordinatensystems beginnt. 
Die Konstante c variiert je nach dem Konzentrationsgrade der 
TitanlOsung. In der hier angegebenen Versuchsreihe ist c = 1,45, 
wie sich nach den Methoden der Differenzenrechnung leicht 
ermitteln libt. Fiir die steigenden Mengen Titanlésung sind 
mit Absicht Multipla von 2 gewahlt worden. Die Berechnung 
der Eisenwerte als Multipla des Eisenwertes fiir 2 ccm Titan- 
losung lift dadurch leicht erkennen, dafB diese Multipla im 
Verhiiltnis der natiirlichen Zahlen zueinander stehen, also im 
einfachsten mathematischen Verhiiltnis. Damit diirfte die oben 
gestellte Frage im bejahenden Sinne entschieden sein. Gleich- 
zeitig scheint mir aber damit der Beweis erbracht zu_ sein, 
daB die oben angegebene Reaktion bei der beschriebenen 
Art des Titrierens vollstiindig verlaéuft (wenigstens fiir analy- 
tische Zwecke). Jedenfalls ist das Gleichgewicht der Reaktion 
stark nach rechts verschoben, entgegen der Ansicht von Wie- 
gand,!) der behauptet, dafi Titanisalz neben kleinen Mengen 
Ferrisalz und viel Ferrosalz bestehen k6nnte. 

Weiterhin war zu untersuchen, ob die Menge und Kon- 
zentration des Khodankalis von Einflu8 auf den Verlauf der 
Reaktion ist. Uber die Wirkung steigender Mengen Rhodan- 
kali bei gleichbleibender Konzentration gibt folgende Versuchs- 
reihe Auf cshluf. Es wurde eine Lésung hergestellt, die in 
100 ecm iuftfreien Wassers 5 ccm konzentrierte Schwefelsaure 
und 10 cem 40°/oige Rhodankalilésung = 4,0 g festes Rhodan- 
kalium enthielt. Zu steigenden Mengen dieser LoOsung, ent- 
sprechend steigenden Rhodankalimengen, wurden 10 ccm Ejisen- 
losung = 1 mg Fe hinzugefiigt und nun der Eisengehalt der 
Losung bestimmt. Der Titer der Titanlésung betrug fiir 1 ccm 
Titanl6sung = 0,2037 mg Fe. 

50 ccm Lésung = 2 g Rhodankali 4+ 10 cem Eisenlésung = 5,75 ccm 
Titanlésung — 1,15 ccm Eisenlésung = 1,056 mg Fe. 

100 com Lésung == 4g Rhodankahi 4+- 10 ccm Eisenlésung = 5,40 ccm 
Titanlésung 1,00 ccm Eisenlésung = 1,000 mg Fe. 


') Zeitschr, f. analyt. Chem., Bd. 21, S. 516, 1882, und Jacoby, 


l. c. S. 417. 
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150 ccm Lisung = 6 g Rhodankali -+- 10 ccm Eisenlésung = 5,40 ccm 


Titanlédsung — 0,90 ccm Eisenlésung = 1,010 mg Fe. 

200 ccm Liésung == 8 g Rhodankali -++ 10 ccm Eisenlésung = 6,30 ccm 
Titanlésung — 2,80 ccm Eisenlésung = 1,003 mg Fe. 

250 ccm Lésung = 10 g Rhodankali -++ 10 cem Eisenliésung = 5,60 ecm 
Titanlésung — 1,30 ccm Eisenlésung = 1,010 mg Fe. 

300 ccm Lisung = 12 g Rhodankali -+ 10 ccm Eisenlésung = 5,35 ccm 
Titanlésung — 1,15 ccm Eisenlisung = 0,975 mg Fe. 

350 ccm Liésung = 14 g Rhodankali + 10 ccm Eisenlésung = 5,25 ccm 
Titanlésung — 0,85 ccm Eisenlésung = 0,984 mg Fe. 


Diese Tabelle zeigt, dali die Menge des vorhandenen 
Rhodankaliums, soweit sie iiber 2 g betrigt, ohne Belang fiir 
den Verlauf der Reaktion ist; sie zeigt ferner, wie auch die 
weiteren Tabellen, dafi auch verschiedene F'liissigkeitsmengen 
keinen EinfluB haben. Der verhéltnismaBig grobe Fehler von 5,6°/o 
bei 50 ccm Losung ist dadurch bedingt, da sich bei der geringen 
Menge Fliissigkeit der Beginn der R6tung schlecht erkennen labt. 

Die nichste Ubersicht stellt die Verhiiltnisse bei steigender 
Rhodankalikonzentration dar. In 100 ecm schwefelsiiurehaltigem 
luftfreien Wassers waren steigende Mengen Rhodankalium ent- 
halten. (Mit steigender Rhodankalikonzentration steigt bei dieser 
Versuchsanordnung natiirlich auch die Rhodankalimenge, die 
aber, wie die vorhergehende Tabelle zeigt, ohne Einfluf ist.) 
Der Titer war: 1 ccm Titanlésung = 0,20277 mg Fe. 

100 ccm Wasser, enthaltend 0,2 g Rhodankali -- 10 ccm Eisenlésung 
= 5,8 ccm Titanlésung — 1,05 ccm Eisenlésung = 1,070 mg Fe. 
100 ccm Wasser, enthaltend 0,4 g Rhodankali -+- 10 ccm Eisenliésung 
= 6,05 ccm Titanlésung — 1,60 ccm Eisenlésung == 1,066 mg Fe. 
100 ccm Wasser, enthaltend 1,0 g Rhodankali -+ 10 ccm Eisenlisung 
= 5,6 ccm Titanlésung — 1,3 ccm Eisenlisung = 1,005 mg Fe. 
100 ccm Wasser, enthaltend 2,0 g Rhodankali -+- 10 ccm Eisenlisung 
= 5,5 ccm Titanlésung — 0,85 ccm Eisenlisung = 1,030 mg Fe. 
100 ccm Wasser, enthaltend 4,0 g Rhodankali + 10 ccm Eisenlisung 
= 54 ccm Titanlésung — 0,80 ccm Eisenlésung 1,014 mg Fe. 
100 ccm Wasser, enthaltend 8,0 g Rhodankali ++ 10 ccm Eisenlisung 
= 6,9 ccm Titanlisung — 3,75 ccm Ejisenlésung = 1,023 mg Fe. 
100 ccm Wasser, enthaltend 10,0 g Rhodankali -+- 10 ccm Eisenlésung 
= 5,3 ccm Titanlésung — 0,65 ccm Eisenlésung = 1,009 mg Fe. 

Die beiden ersten Werte sind mit einem Fehler von 6,6 
bezw 7°/o behaftet. Dies liegt daran, dai bei der geringen 
Rhodankalikonzentration die Firbung beim Riicktitrieren mit 








328 Friedrich Jahn, 


EKisenlosung nur sehr gering ist und dadurch der Endpunkt der 
Reaktion unscharf zu erkennen ist. Bei ein- und mehrprozentiger 
Rhodankalikonzentration gibt jeder einfallende Tropfen Eisen- 
losung eine starke Rotung. Die Erfahrung hat mich gelehrt, 
dali am geeignetsten und fiir alle Zwecke ausreichend eine 
ungefahr 40°/oige Rhodankaliumlésung ist, von der man fiir 
die Titration 5 ccm = 2 g Rhodankalium benutzt. 

In diesen Versuchen hat sich gezeigt, dai je nach Menge 
und Konzentration des Rhodankaliums die Farbe der zu ti- 
trierenden Losung verschieden rot ist. Es hiingt dies, wie sich 
aus den Untersuchungen von Krtiss’) ergibt, damit zusammen, 
daf} sich je nach der angewandten Menge Rhodankalium mehrere 
leicht zersetzliche Rhodaneisendoppelsalze bilden, deren Farbe 
von dem Dissoziationsgrad abhiingig ist. Es entstehen Salze, 
die auf 2 Atome Eisen 6 CNS-Gruppen, 6—18 KCNS-Gruppen 
und 4—& H,O-Gruppen enthalten. Wie sich aus den angegebenen 
Versuchsreihen ergibt, hat aber die Farbe auf die scharfe Er- 
kennung des Endpunktes der Titration keinen Einflub. 

Die niichste Versuchsreihe gibt Antwort auf die Frage: 
Gibt die Methode bei verschieden grofen Eisenmengen brauch- 
bare Werte? Zu je 100 ccm einer Lésung, die 5 ccm konzen- 
trierte Schwefelsiure und 5 ccm 40°/oige RhodankalilOsung 
enthielt, wurden steigende Mengen Eisenlésung zugegeben, dann 
der Eisengehalt der Lésung bestimmt und der absolute und 
relative Fehler berechnet. 


Ange- Titan- Kisen- (ie- Absoluter —_- Relativer Titer der 
wendet — lisung losung funden Fehler Fehler Titanlésung 
mg Fe ecm com mg Fe mg Fe in %  ecem mg Fe 
02 = 20 — 035 = 0192 — 0,008 —40 1 = 01135 
05 = 50 —210 = 04975 — 0002 —05 1 = 0,1415 
0.8 - §0 —090 = O818 + 0,018 + 2.25 1 = 0,1135 
10 = 90 —165 = 0,99 — 0,05 — 50 1 = 0,1250 
20 = 180 — 480 = 20099 + 0,0099 + 0,50 1 = 0,1383 
tO - 360 — 960 = 40198 -\ 0.0198 a 050 1 = 0,1383 
5,0 50,0 155 = 50115 + 00115 +023 1 = 0,1033 
60 = 560 —135 = 6221 +0221 +368 1 = 0,1135 
8,0 60,0 — 3,70 = 812 +012 +150 1 = 01415 
10,0 72,0 — 1,00 = 10,088 -+- 0,088 4-088 1 = 0,1415 


‘) Kriiss, Kolorimetrie und quantitative Spektralanalyse, 1891, 
S. 174—183, und Dammer, Handb. d. anorg. Chem., Bd. 3, 1893, 5S. 380. 
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Die Resultate dieser Versuche zeigen, dafi auch kleine 
Eisenmengen geniigend exakt zu bestimmen sind. Der relative 
Fehler schwankt zwischen 0,23°/o und 5,0°%o. Durch Aus- 
schaltung einer erst im spiiteren Verlauf der Arbeit gefundenen 
Fehlerquelle (Unterlassung des Umschiittelns der Titanlésung 
vor dem Titrieren) diirfte sich der Fehler noch weiter ernie- 
drigen, hieriiber siehe weiter unten. Die Fehlerwerte sind daher 
im allgemeinen als Maximalfehlerwerte anzusehen. 

Von hohem Interesse war ferner der Einflufi verschiedener 
Anionen und Kationen auf den Reaktionsverlauf. Von den ge- 
wOhnlichen Siiuren war Salpeterséure von vornherein ihrer 
starken Oxydationskraft wegen auszuschlieBen. Die Verhdltnisse 
bei grofBem Salzsiiure- und Schwefelséuretiberschub zeigt die 
foleende Tabelle. Sie gibt an, wieviel Kubikzentimeter konzen- 
trierte Salz-!) bezw. Schwefelsiéure in 100 ccm einer Losung 
enthalten waren, die gleichzeitig 10 ccm 40° vige Rhodankali- 
lo6sung enthielt. 

Zu je 100 ccm dieser LOsung wurden 10 ccm Eisenlosung 
= 1 mg Fe hinzugegeben und dann der Eisengehalt der LOsung 
bestimmt. 


Gehalt der Gefunden 
Lésung fiir 1 mg Fe 


an Saure Titan- Eisen- Absoluter Relative: Titer der 
H.S0O, lésung losung Fehler Fehler Titanlosung 
ecm ecm ccm mg Fe mg Fe in ‘ ccm mg Fe 
0 8.0 — 095 = 0.995 — 0.000 — 05 1 = 0.13636 
5 8.8 — 2.00 1,000 + 0000 + 00 1 = 013636 
29 8,0 — 045 = 1045 + 000 +45 1 0.13636 
HC] 
i) 8.65 — 160 = 1.015 ~~ 0.015 + 15 1 = 0.13636 


Die Tabelle zeigt, dab sowohl bei verschieden grobem 
Schwefelsiure- als auch bei grofem Salzsduretiberschu8 die 
Genauigkeit der Methode keine Einbufe erleidet. 

Nach zahlreichen orientierenden Einzelversuchen wurden 
alle diejenigen Kationen und Anionen beaziiglich ihrer Einwir- 
kung auf die Reaktion gepriift, die normalerweise im Tier- und 
Pflanzenreich vorkommen. Von besonderem Interesse war der 


Spez. Gew. 1,2 
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Kinflu’{ der Phosphorséure, denn sie hebt die Fiarbung der 
Kisenrhodanverbindungen auf.!) Durch Zusatz von Schwefel- 
oder Salzsiiure tritt aber die Fiarbung sofort wieder auf und 
die Reaktion ist wieder sehr empfindlich. Es wurde nun eine 
Losung hergestellt, die die gewOhnlichen Anionen und Kationen 
in dem Mengenverhiltnis enthielt, wie es in Verbrennungs- 
aschen pflanzlicher und tierischer Substanzen vorkommt. Die 
Losung enthielt: KC] = 7,5 g, CaSO, = 7,0 g, MgO = 2,0 g, 
Na,PO, = 12,0 g, H,BO, = 0,5 g, AICI], = 2,0 g, MnSO, = 1,5, 
Na,Si0, = 2,0 g HCI (spez. Gew. 12) 100,0 g im Liter. Die 
Salzsiiure wurde zur Lésung des CaSO, zugegeben. Bor, Alu- 
minium, Mangan und Silictum kommen zwar nur in geringen 
Mengen in organischen Substanzen vor, sind aber doch fast 
stets vorhanden. Die Lésung gab mit Rhodankali schwache 
Rotung, war also nicht eisenfrei. In der Annahme, daf die 
angefiihrten Anionen und Kationen keinen EinfluB auf die Re- 
aktion haben wiirden (nach den Ergebnissen der Vorversuche), 
wurde zuniichst der Eisengehalt der Lo6sung in 100 ccm be- 
stimmt und dann steigende Mengen der Lésung mit 10 ccm 
Kisenldsung = 1 mg Fe versetzt und der Eisengehalt bestimmt. 
Wenn die oben gemachte Annahme nicht zutraf, dann muften 
sich mit steigender Menge Losung die Eisenwerte entsprechend 
iindern. Es wurde so verfahren, dai nach Zugabe des Eisens 
die Loésung in einem Kjeldahl-Kolben mit 20 cem des Neu- 
mannschen Siiuregemisches versetzt, im Schiittelapparat bis 
zum Ubergehen schwefliger Siiure erhitzt und nach mehrmaligem 
Zugeben und Verdampfen von destilliertem Wasser abgekinhlt, 
mit luftfreiem Wasser in einen Saugkolben gespiilt wurde. 
Darauf wurden 5 cem konzentrierte Schwefelsiéiure und 5 ccm 
10°/oige Rhodankalildsung zugegeben und der Eisengehalt be- 
stimmt, unter Beriicksichtigung des urspriinglichen Eisengehaltes 
der Lésung und des Siiuregemisches. In 20 ccm Siiuregemisch 
sind nach den auf Seite 310 angegebenen Werten 0,0028 mg Fe 


enthalten. 
Der Eisengehalt der Lésung betrug: 


1) Dammer, l. c., S. 380. 
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100ccm Lésung = 5,0 ccm Titanlosung — 0,75ccm Eisenlisung = 0,1937 mg Fe 


— 0,0028 mg Fe (Eisengehalt des Saéuregemisches) = 0,1899 mg Fe. 
1 ccm Titanlésung = 0,05375 mg Fe (Titer der Titanlésung). 


Fiir steigende Mengen Lisung ergaben sich bei Anwendung 
von 1 mg Fe folgende Werte: 


Eisengehalt des 


Titan- Eisen- Siuregcemisches Absoluter Relativer Titer der 
lésung lésung + Loésung Fehler Fehler Titanlisung 
ecm cem mg Fe mg Fe mg Fe in“, cem mg Fe 

= 210 —06 —002188 =1,046 +0046 +46 1 

= 215 —06 — 00408 = 1058 +0058 +58 1 

= 225 —0,75 —0,0788 = 1,058 + 0,058 +58 1 

= 220 — 1,00 — 0,1168 = 0,969 — 0,031 — 3,1 I = 

== 225 — 0,75 — 0,1548 = 0,983. — 0,017 Fy a | 

= 220 — 0,70 — (01928 = 0,923 — 0077 — 77 1 


Hiermit ist bewiesen, daB die angefiihrten Anionen und 
Kationen die Reaktion nicht beeinflussen, ein fiir die Praxis 
sehr wichtiges Resultat. Wenn man also bei Aschenanalysen 
tierischer und pflanzlicher Substanzen in der Asche keine 
anderen Elemente hat wie die angegebenen, wie es fast immer 
der Fall ist, dann kann man direkt die durch die Siiuregemisch- 
veraschung gewonnene Lésung zur Bestimmung des Eisens 
benutzen, ein erheblicher Gewinn an Zeit und Genauigkeit. Alle 
Manipulationen mit der Aschenlisung schrumpfen auf das Uber- 
fillen der Aschenlésung aus dem Kjeldahl- in den Saugkolben 
zusammen. Selbst wenn die Lésung durch ausgefallene Kiesel- 
siure und gefiillten Gips getriibt ist, wie es in obigen Ver- 
suchen zum Teil der Fall war, ist Filtrieren, das man natiirlich 
ruhig vornehmen kann, ganz unnotig. Trotz der Triibung ist 
der Endpunkt mit derselben Scharfe zu erkennen wie in klarer 
Losung. Es empfiehlt sich, die Aschenlésung noch warm in 
den Saugkolben iiberzuspiilen und darin nach Zugabe von 
9 cem konzentrierter Schwefelséure vollig erkalten zu lassen. 
Andernfalls bleiben sonst leicht kleine Reste des auskrystal- 
lisierenden Gipses im Kjeldahl-Kolben haften, was bei einer 
etwa nachfolgenden Calciumbestimmung Fehler verursachen 
wirde. 

Sind in einer Aschenlésung Kupfer und Quecksilber ent- 
halten, so mtissen diese vorher abgetrennt werden. Denn nach 


: 0.05375 
== 0,0539 
= 0.0539 
== 0.0539 
= 0.0539 
0.03539 
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Knecht!) wird Cuprisulfat durch Titanochlorid zu Cuprosalz 
und schlieBlich zu metallischem Kupfer reduziert, was ich durch 
eigene Versuche bestiitigen kann. Auch gibt Kupfersulfat mit 
Rhodankalium einen schwarzen Rhodankupferniederschlag. Da 
Mercurisulfat schon durch Zinnchloriir zu Mercurosulfat redu- 
ziert wird, so gilt dies umsomehr fiir Titanochlorid. Wahrschein- 
lich beeinflussen auch arsenige Saiure und Antimontrioxyd die 
Reaktion, doch fehlen hiertiber eigene Versuche. 

Da bei der Eisentitration keine komplizierten Manipula- 
tionen notig sind, so lift sich nach der Titration die Aschen- 
lOsung sofort weiter verarbeiten auf Calcium, Magnesium, Phos- 
phorsiiure oder Natrium nach den gewohnlichen Analysen- 
methoden. Kalium laft sich nur dann bestimmen, wenn man 
eine Rhodankalildsung von genau bekanntem Kaliumgehalt zur 
Verfiigung hat. Der Gehalt einer Rhodankalil6sung an Kalium 
l’iBt sich leicht in bekannter Weise nach feuchter Veraschung 
einer genau abgemessenen Menge Rhodankalilésung bestimmen. 

Bei einem HRiickblick auf die erhaltenen Resultate zeigt 
sich, daf die Methode alle auf S. 310 gestellten Anforderungen 
in geniigender Weise erfiillt und dab sie gestattet, Differenzen 
von 0,1 mg Fe scharf zu erkennen. Eine Titration ist in 
15 Minuten leicht auszufiihren. Die Titration ist um so eher 
beendet, je weniger man mit Titanlésung tibertitriert, da dann 
schon nach kurzer Zeit bleibende Rétung bestehen bleibt. Man 
erreicht dies leicht, indem man die Titanlésung unter stetigem 
Schiitteln zuerst rascher, dann bei beginnender Abblassung der 
Rétung tropfenweise zugibt, bis die Lésung vollig farblos ist. 
K's ist von Vorteil, wenn die Fliissigkeitsmenge bei der Titration 
nicht mehr als 200 cem betriigt, damit man nicht zu grofe 
Saugflaschen braucht. Es gelingt dies leicht, wenn man nach 
Beendigung der feuchten Veraschung die Losung im Kjeldahl- 
Kolben im Schiittelapparat auf méglichst kleines Volumen ein- 
dampft. Man kann dann den Kjeldahl-Kolben mit gentigenden 
Mengen luftfreien Wassers nachspiilen, ohne die Menge von 
200 cem zu tberschreiten. 


') Berl. Ber., Bd. 36. S. 167, 1903. 
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Nachdem die Brauchbarkeit der Methode erwiesen war, 
wurden noch einige Punkte einer genaueren Untersuchung unter- 
worfen, um die Resultate eventuell noch zu verbessern. Zu- 
niichst war es von Interesse, die Haltbarkeit der Titanlésung 
kennen zu lernen. Nach Knecht!) veriindert eine ungefiihr 
n yo-Titanl6sung ihren Titer sehr langsam. Fiir die in obigen 
Versuchen angegebenen Verdiinnungen (1 mg Fe = 5—10 cem 
Titanl6sung) mit einem Titer von ungefiihr "250 bis ™/s00-Titan- 
losung gilt dies nicht. Der Titer fallt dauernd von Tag zu Tag, 
wie folgende Tabelle als Beispiel zeigt: 


Titer der Titanlésung Datum 

{ com = 0.2406 mg Fe 27. 1V. 1911 
I - 0.2345 » » 28. 

| 0.2305 » > 1 Ys 

I = 0.2275 2. 

| 0 2259 > 3. 

I : 0,2190 B 

1 = (,2009 » > 28; 

L 0.1632 >» » 22. 


Man muf also den Titer tiglich stellen. Wenn man an 
einem Tage eine groSere Anzahl Titrationen ausfiihrt, tut man 
cut, den Titer vor Beginn und nach Beendigung der Be- 
stimmungen zu stellen, um etwaige zufiillige Fehler aufzudecken. 

Um den Titer bestiindiger zu machen, wurde versucht, die 
Titanlésung, auBer durch die Wasserstoffatmosphiire, durch Uber- 
schichtung mit Paraffindl gegen Oxydation zu schiitzen, nach 
der Angabe von Meineke,?) der zum Schutze von reduziertem 
errisulfat gegen Luftoxydation Vaselin6l mit Erfolg angewendet 
hatte. Doch wurde der Titer auch dadurch nicht wesentlich 
konstanter. Immerhin kann man von diesem Verfahren Ge- 
brauch machen. 

Wie auf S. 320 angegeben wurde, zersetzt sich Rhodan- 
kalium beim Erhitzen mit schwefelsiiurehaltigem Wasser. Um 
zu entscheiden, ob diese Zersetzung auch bei Zimmertemperatur 


') Berl. Ber., Bd. 36, S. 15d1, 1908. 


*) Zeitschr. f. analyt. Chem., Bd. 39, 5S. 324 (1900). 
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stattfindet, wurden folgende Versuche unternommen. In je eine 
Saugflasche wurde gegeben: 
1. 100 ccm luftfreies Wasser +- 5 ccm 40 °%/oige Rhodankaliliésung, 
2. 100 ccm luftfreies Wasser +- 5 ccm 40°%/oige Rhodankalilésung 
-+- 20 ccm Eisenlisung, 
3. 100 ccm luftfreies Wasser -+ 5 ccm 40°/oige Rhodankaliliésung 
+- 5ccm konzentrierte Schwefelsiéure. 

Alle 3 Flaschen wurden unter Kohlensaéureatmosphire 
gesetzt und verschlossen. In jeder Flasche hing, am Stopfen 
befestigt, ein Streifen frisch hergestelltes Bleipapier. Die Flaschen 
blieben 24 Stunden bei Zimmertemperatur stehen. Nach dieser 
Zeit zeigte der Bleipapierstreifen in Flasche 3 deutliche Schwefel- 
wasserstoffreaktion, wihrend er in Flasche 1 und 2 vollig weib 
blieb. Damit war erwiesen, dai bei Gegenwart von Schwefel- 
siiure auch bei Zimmertemperatur eine Zersetzung des Rhodan- 
kaliums stattfindet. 

Nun wurde untersucht, ob 

1. steigende Schwefelsituremengen bei gleichem Eisen- 
und Rhodankaligehalt ; 

2. steigende Rhodankalimengen bei gleichem Eisen- und 
Schwefelsiiuregehalt: 

3. steigende Eisenmengen bei gleichem Rhodankali- und 
Schwefelsiiuregehalt die Rhodankalizersetzung beschleunigten. 

ad 1. Ks wurden 3 Lisungen hergestellt, die in 100 ccm 
5 cem 40°/oige Rhodankalilédsung und steigende Mengen kon- 
zentrierter Schwefelsiiure enthielten. Hierzu wurden je 20 ccm 
Kisenlésung = 2 mg Fe hinzugefiigt und die Loésungen unter 
Kohlensiiureatmosphiire gesetzt und 20 Stunden bei Zimmer- 
temperatur verschlossen stehen gelassen. Danach wurde der 
Eisengehalt bestimmt. Der Titer betrug: 1 ccm Titanlosung 
= 0,04909 mg Fe. 


Die Nach 20 Std. 
Menge des 


Lisung titriert 
enthielt Titan- oxydierten 
H.SO,4 lésung Gefunden Eisens 

ecm com mg Fe mg in %/, 

_ 2. . 
20) 0.0 gerotet durch 4 Tropfen — 0,0 2.0 100,00 
Eisenlisung 
5 19.0 — 0.575 ccm > = 0,8752 1,1248 56,24 


U 22,0 — 0,350 » » = 1,0449 00,9551 = 47,75 
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Im ersten Versuch war die Lisung vollig farblos geworden, 
Bleipapier wurde nach Entfernung des Stopfens sofort stark 
geschwarzt, und es war deutlich Geruch nach H,S vorhanden. 

ad 2. Es wurden 3 LOsungen mit 5 cem konzentrierter 
Schwefelséure und steigenden Mengen 40°/oiger Rhodankali- 
ldsung hergestellt. Im itibrigen wurde wie bei 1 verfahren. 
Nur wurde nach 70 Stunden titriert. Der Titer betrug: 1 ecm 
= 0,1444 mg Fe. 


Die Lésung Nach 70 Std. Menge des 
enthielt titriert !) Kisen- oxydierten 
Rhodankalilésung Titanlésung lésung Gefunden Eisens 
ccm ccm com mg Fe mg in °/, 
1 5,6 — 1,78 == 0,6334 1.3666 68,33 
5) 2,69 — 2.45 = 0),5707 14293 71,47 
10 27 — = (2797 1.7202 86.01 


ad 3. Einer Losung, die in 100 cem 5 cem konzentrierte 
Schwefelsiiure und 5 cem 40°/oige Rhodankalilésung enthielt, 
wurden steigende Mengen Eisenlésung zugesetzt und nach 
20 Stunden titriert. Der Titer betrug: 1 cem = 0,05477 mg Fe. 


Die Lisung Nach 20 Std. Menge des 
enthielt titriert Kisen- oxydierten 
Eisenlisung Titanlésung losung Gefunden Kisens 
ccm mg Fe com ccm mg Fe mg in %, 
10 1 10,0 — 05 = 0,495 0,505 50,5 
20 2 34.5 — 8,7 = J ORT7 0.9883 49,42 
40 4 47,5 — 075 =25909 14091 35,23 


Da die einzelnen Versuchsreihen an verschiedenen Tagen 
bei verschiedenen ‘’emperaturen ausgefiihrt worden sind, so 
sind natiirlich nur die Werte einer Reihe untereinander ver- 
gleichbar. Die drei Tabellen zeigen eindeutig, daf} die Zer- 
setzung der Rhodankalil6sung 

1. mit der Menge der Schwefelsiiure, 

2. mit der Menge des Rhodankaliums zunimmt, wiihrend 

3. Ssteigende Eisenmenge zu einer Abnahme der relativ 
oxydierten Eisenmenge fiihrt, also die Zersetzungsgeschwindig- 
keit nicht beschleunigt. 


') Nach 24 Stunden waren die Unterschiede zwischen den einzelnen 
Werten zu klein, um einen Einfluf gréferer Rhodankalimengen erkennen 
zu lassen. 
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Fiir die Bestimmung des Eisens ist daraus abzuleiten, 
dafi man nicht ohne Zwang mehr als 5 ccm 40°/oige Rhodan- 
kalildsung, die fiir alle Faille geniigend sind, zur Titration ge- 
brauchen soll, und daf es von Vorteil ist, den Saéureiiberschub 
nach der Veraschung méglichst zu verjagen, wie es auf 8. 332 
beschrieben ist. ?) 

Zur Feststellung, ob die nach S. 334 schon bei Zimmer- 
temperatur stattfindende Rhodankalizersetzung wiihrend der 
Titration von Einflu8 ist, wurde in 3 Saugkolben eine LOsung mit 
5 ecm konzentrierter Schwefelsiiure und 5 ccm 40°/oiger Rhodan- 
kalildsung in 100 cem mit je 10 ccm Eisenl6sung = 1,0 mg Fe 
versetzt und 1 Stunde unter Kohlensaiureatmosphare bei ver- 
schiedener Temperatur gehalten. 


Der Titer war: 1 cem = 0,05477 mg Fe. 
Die Nach 1 Std. Menge des 
Temperatur titriert Kisen- oxydierten 
betrug Titanlosuug losung Gefunden Eisens 
eon com cem mg Fe mg in /, 
10 21,5 — 1,65 =s 4.0077 0,00 0.0 
20) 20.5 - 1,20 = (0.9981 0,0019 0,19 
30 21,5 1.95 = 0,977 0,023 2.30 


Die Unterschiede sind sehr gering und fallen zum Teil 
in die Fehlergrenzen, wenn auch ohne Zweifel die Fehler 
durch die noch anzufiihrenden Versuchsmabregeln, die schon 
in den Versuchen tiber die Rhodankalizersetzung zur Anwendung 
kamen, viel geringer geworden sind. 

lm aber auch hier etwaige Fehler auszuschliefen, habe 
ich in den letzten Versuchen vor dem Titrieren die Losungen 
durch Eis oder Kiiltemischung bis unter 10° C. abgektihlt und 
wiihrend des ZuflieBens der Titanlésung zur Bindung der 
Reaktionswiirme in einer Glasschale in Eiswasser gehalten. 
Kin etwaiger Fehler durch die Rhodankalizersetzung wird auch 
durch moglichst rasches Titrieren, wie es auf S. 332 erliiutert 
wurde, vermieden. 


') Nach der Verjagung des Séureiiberschusses kocht man nochmals 
mit etwa 50 ccm Wasser kurz auf und lift dann abkiihlen. Andernfalls ent- 
steht bei Zugabe von kaltem Wasser zu der konzentrierten Veraschungs- 
ldsung leicht kolloidales Eisen, wodurch die Resultate ungenau werden. 














yy 
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Infolge der leichten Oxydierbarkeit der Titanl6sung ist 
es notig, vor Beginn der Titrationen die mit der Titanlésung 
verbundene Biirette abzulassen, um Differenzen zwischen der 
Titanldsung in der Vorratsflasche und in der Biirette zu be- 
seitigen. Es geniigt dann, wenn man kurz vor jeder Titration 
noch 1—2 ecm Titanlosung ablabt, um die in der Auslaufspitze 
der Biirette befindliche, der Luftoxydation ausgesetzte Titan- 
ldsung zu erneuern. Gegen Ende der Versuche wurde ich noch 
auf eine Fehlerquelle aufmerksam, deren Beseitigung die Ge- 
nauigkeit der Methode erhéhte. Man mu6f niimlich tiiglich vor 
Beginn der Bestimmungen die Vorratsflasche mit der Titan- 
ljsung umschiitteln. Da die Oxydation der Titanlésung nur an 
der Fliissigkeitsobertlache stattfindet, so nimmt die Konzen- 
tration der LoOsung an Titanochlorid von oben nach unten zu, 
wiihrend die Konzentration an Titanichlorid entsprechend ab- 
nimmt. Die folgende Ubersicht gibt dafiir Belege. 

Fiir 1 cem TitanlOsung wurden folgende Werte gefunden : 


Datum 1. Titerstellung 2. Titerstellung Differenz 

24. VII. 0,0597 mg Fe 0,0538 mg Fe 00,0059 mg Fe 
Bemerkung: Lésung nicht umgeschiittelt, hatte 3 Tage unbeniitzt gestanden. 

25. VII. 0.0539 mg Fe 0.0537 mg Fe 0,0002 mg Fe 


Bemerkung: Lésung vor Titerstellung umgeschiittelt. 

Die Erhohung der Genauigkeit der Werte durch das Um- 
schiitteln ist klar ersichtlich. Die Versuche ergaben wieder- 
holt ihnliche Resultate. Natiirlich bedingt die Auferachtlassung 
dieser Fehlerquelle bei Eisenbestimmungen Fehler, besonders 
dann, wenn die Titanlosung einige Tage unbenutzt gestanden hat. 

Es moge gestattet sein, den Gang der Methode nochmals 
kurz anzugeben unter Hinweis auf die Seiten, wo sich die 
nihere Besprechung der einzelnen Punkte findet. 


A. Erforderliche LéOsungen. 

1. Konzentrierte Schwefelsiiure und Salpetersaiure von 
genau bekanntem Eisengehalt fiir das Siiuregemisch nach Neu- 
mann zur feuchten Veraschung (S. 308 Literatur u. 5. 309). 

2. Ca. 40°/oige Rhodankalilésung (S. 319 u. 328). 

3. Titanochloridldsung ca. "250—"/s00 (Herstellung und 
Apparatur S. 317—319, Uberschichten mit Paraffinél S. 333). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXV. 23 
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4. Ferrisulfatl6sung, enthaltend 1 mg Fe in 10 cem (S, 316 
u. 317). 
5). Luftfreies Wasser (S. 319). 


Bb. Ausftthrung der Methode. 


1. Titerstellung der Titanlésung durch Eisenlésung (S. 324) 
nach Abkiihlung unter 10° C. (S. 336), Riicktitrierung des Titan- 
iiberschusses unter Anwendung von Porzellanplatten (S. 319), 
bei gutem Licht (S. 324), Rétung muB 5 Minuten bestehen bleiben 
(S. 324), mdglichst geringer Titanochloridiberschub (S. 332), Titer- 
stellung am besten vor Beginn und nach Beendigung der vor- 
zunehmenden Bestimmungen (S. 333). 

Zu beachten: feine Auslaufspitzen der Biretten (S. 323), 
Umschiitteln der Titanldsung und Ablassen der Titanbiirette vor 
der Titerstellung (S. 337), gute Kohlensdiureatmosphire (S. 318). 

2. Bestimmung des Eisengehaltes einer Substanz: 

Feuchte Veraschung nach Neumann (S. 308 Literatur), 
vollstiindige Verjagung von Salpetersiure (S. 309), Aufkochen mit 
Wasser nach Verjagung des Sauretiberschusses (S.336 u. Anm. 1). 
Nach Zugabe von 5 cem konzentrierter Schwefelsiiure Uberfiillen 
der Aschenlésung in warmem Zustande in einen Saugkolben 
(S. 324 u. 331), Nachspiilen mit luftfreiem Wasser bis zur Menge 
von 200 ccm (S. 332), Erkaltenlassen in Eiswasser bis unter 
10° C. (S. 336), Titration wie bei 1 angegeben, Berechnung des 
endgiiltigen Eisenwertes unter Beriicksichtigung des Eisenge- 
haltes der angewendeten Sauren (S 324). 
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Zur Kenntnis der Gallenfarbstoffe. 
III. Mitteilung. 
Uber Hemibilirubin und die bei der Oxydation des Hemibili- 
rubins entstehenden Spaltprodukte. 


Von 
Hans Fischer und Paul Meyer. 


(Aus der II. med. Klinik zu Miinchen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 24, September 1911.) 


In der ersten Mitteilung!) tber Gallenfarbstoffe ist ein 
‘eduktionsprodukt des Bilirubins mit Natriumamalgam, Hemi- 
bilirubin genannt, beschrieben. 

Inzwischen ist es dem einen von uns in Gemeinschaft mit 
I. Meyer-Betz gelungen, das Hemibilirubin im pathologischen 
Urin nachzuweisen, und wir haben weiterhin festgestellt, dab 
das Hemibilirubin eine Muttersubstanz — vielleicht die einzige?) — 
des Harnurobilins ist. Hierdurch gewinnt das Studium des Hemi- 
bilirubins erhdhtes Interesse. 

Leider stellt die grofe Empfindlichkeit des Kérpers gegen 
Luft und Licht und alle Reagenzien, besonders Séuren, der 
chemischen Untersuchung erhebliche Schwierigkeiten in den 
Weg. Ganz besondere Erschwerung tritt dadurch ein, dab das 
Hemibilirubin in zwei Formen auftritt, einer aciden und einer 
nicht aciden, wie wir sie unterscheiden wollen. 

Die nicht acide Form ist das reine Hemibilirubin, wie 
es in der ersten Mitteilung beschrieben wurde. Die acide Form 
entwickelt im Gegensatz zu der nicht aciden beim Lésen in 
Bicarbonat Kohlensiiure und schmilzt viel niedriger. In reinern 


') H. Fischer, Diese Zeitschrift, Bd. 73, S. 206. 
*) H. Fischer und F. Meyer-Betz, Diese Zeitschrift, Bd. 75, 5 1. 
23* 
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Zustand haben wir diese acide Form nicht fassen koOnnen, weil 
sie sich immer wieder, wenigstens zum Teil, in die nicht acide 
zuruckverwandelt. 

Zur niheren Erlauterung der komplizierten Verhiiltnisse 
fiihren wir zunichst kurz die experimentellen Tatsachen an:!) 
1. Rohhemibilirubin ist in Chloroform vd6llig l6slich. 

2. Rohhemibilirubin lost sich in Natriumbicarbonatlésung 
vollig unter Kohlensiiureentwicklung auf. Dieser Losung lassen 
sich durch Chloroform 8°/o reines, nicht acides Hemibilirubin 
entziehen. 

3. Dem in Chloroform gelésten Rohhemibilirubin wird 
durch 8—10maliges Ausschiitteln mit Natriumbicarbonatlésung 
3)°/o Substanz (acide Form) entzogen. 

4. Die von Versuch III wieder gewonnene acide Form 
l6st sich in Bicarbonat unter Kohlensiureentwicklung auf: dieser 
Losung 1uBt sich durch Chloroform wiederum 7°/o reines (nicht 
acides) Hemibilirubin entziehen. 

5. Reines in groben Prismen krystallisiertes Hemibili- 
rubin lést sich bei lange dauerndem Schiitteln in Natrium- 
bicarbonatlésung ohne sichtbare Kohlensiiureentwicklung auf. 
Dieser Loésung entzieht Chloroform einen Teil des Hemibili- 
rubins, nach dem Ansiiuern gewinnt man durch Ausschiitteln mit 
Chloroform den Rest des Hemibilirubins, und zwar auch wieder 
in der krystallisierten hochschmelzenden Form. 

6. In Alkoho! gelést, sind beide Formen gegen Lackmus 
und Phenolphthalein sauer. Ein wesentlicher Aciditétsunterschied 
ist nicht festste lbar. 

7. Analytisch besteht zwischen beiden Formen kein 
Unterschied. 

Offenbar wiegt in alkalischer Loésung die acide Form 
vor, in kaustischalkalischer scheint nur die acide Form mdglich 
zu sein, wiihrend beim Ansiiuern die nicht acide Form zurtick- 
gebildet wird. 

Ester haben wir bis jetzt aus Hemibilirubin nicht ge- 
wonnen, jedoch werden die Versuche fortgesetzt. 


', Kinzelheiten sind im experimentellen Teil nachzulesen. 
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In der ersten Mitteilung sind fiir das Hemibilirubin als 

einfachster Ausdruck 2 Formeln aufgestellt: 
C,.H,.N,O, und C,,H,,N,O,. 

Inzwischen haben wir nun zahlreiche Molekulargewichts- 
bestimmungen nach der SiedepunkterhGhungsmethode in Alkohol 
ausgefiihrt. Die Resultate verlangen eindeutig eine Verdoppelung 
der Formel. 

Was nun die Zusammensetzung selbst anlangt, so wurde 
bereits in der ersten Mitteilung darauf hingewiesen, da® die 
Stickstoffbestimmungen 0,3°/o Stickstoff zu wenig geben und 
zwar fiir beide Formeln. 

Wir haben nun den Korper noch oftmals der Elementar- 
analyse unterzogen und immer wieder die alten Werte bestiitigt 
gefunden, auch die hohen Kohlenstoff- und Wasserstoffwerte. 

Besonders nach den Wasserstoffwerten scheint uns die 
Formel (C,H, )N,0,) - , tiberhaupt nicht mehr diskutabel, sondern 
nur noch die Formel (C,,H,,N,0,) +. Viel besser aber stimmen 
siimtliche Analysen auf C,,H,,N,O,, besonders auch die Stick- 
stoffwerte, weshalb auch die letztere Forme! in Betracht zu 
ziehen ist. 

Weiterhin haben wir uns vielfach bemiiht, zu krystalli- 
sierten Derivaten des Hemibilirubins zu gelangen, bis jetzt aber 
ohne Erfolg. Wir haben jedoch ein Kupfersalz des Hemibili- 
rubins isolieren kOnnen, das das Metall komplex gebunden 
enthalt und ein dem H&min dhnliches Spektrum gibt. 

Erinnert also hier das Hemibilirubin an das Hiimin, so 
zeigt es bei der tiefgreifenden Oxydation ein den Chlorophyll- 
derivaten!) ahnliches Verhalten. Es gelang uns bei der Oxy- 
dation beider Reduktionsprodukte des Bilirubins, sowohl des 
krystallisierten Hemibilirubins, als des amorphen Korpers II*) 
Hiimatinsiiure als Imid, 

CH,G=— C— CH,— CH,—COOH 


O=f po -O 


NH 
und Methylathylmaleinimid zu isolieren. 


1) Richard Willstatter und Asahina, A., Bd. 374, S. 227. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 73, S. 225 (IV.). 
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C8, C=C —Ca, — G8, 
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Bei der Oxydation des Bilirubins nach der gleichen Methode 
konnten wir nur Himatinsaéure gewinnen; Methylathylmalein- 
imid war nicht nachweisbar, was auch mit den Erfahrungen 
Kiisters') iibereinstimmt, der bei der Oxydation des Bilirubins 
(allerdings tiber «Biliverdin») auch nur Himatinsiure hat finden 
konnen. 

Der Befund des Methylathylmaleinimids beweist, dai der 
Reduktionsprozei mit Natriumamalgam absolut nicht der ein- 
fache ist, wie Stideler, Maly, Nencki und andere annehmen. 

Die Ausbeuten an den beiden Oxydationsprodukten sind 
zu gering, um bestimmte Anhaltspunkte fiir die Konstitution 
des Hemibilirubins und Bilirubins zu gewinnen, aber aus ihrer 
Bildung ist es sehr wahrscheinlich, dab beide Korper, das Bili- 
rubin und das Hemibilirubin, mindestens 2 Pyrrolkerne mit ver- 
schiedenen Seitenketten enthalten, weil Methylathylmaleinimid 
und Himatinsiure?) kaum aus den gleichen Kernen hervorgehen 


kOnnen. 


Experimenteller Teil. 


I. Hemibilirubin. 


Der besseren Ubersicht halber geben wir nochmals die 
ganze Vorschrift: 5 g Bilirubin werden mit 40 cem !/10-n-Lauge 
und 20 ccm Wasser 2 Minuten geschiittelt. Nachdem zum groBen 
Teil Lésung eingetreten ist, werden 40 g ca. 5°/o Natrium- 
amalgam zugegeben. Nach 1 stiindigem Schiitteln unter Kthlung 
ist die Lésung nur noch schwach gelb gefirbt. Druck ist im 
Gefaib nicht vorhanden. Nach Entfernung des Quecksilbers wird 
mit 50°/oiger Schwefelséure eben angesiiuert und mit Chloroform 


') Diese Zeitschrift, Bd. 59, S. 63. 
*) In einem besonderen Versuch haben wir 0,5 g Himatinséure 
nach unserem Verfahren oxydiert, jedoch kein Methylathylmaleinimid iso- 


leren kénnen. 
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4mal ausgeschiittelt. Die vereinigten Chloroformextrakte werden 
mit Natriumsulfat oberflachlich getrocknet, filtriert und in einen 
Liter Ligroin (Sp. 50—60°) gegossen. 

Der ausfallende rotgelbe Niederschlag (K6rper II) wird 
abfiltriert und das kaum gefarbte Filtrat im Vakuum eingedampft. 
Das Rohhemibilirubin bleibt dann in zu Kugeln vereinigten 
Gebilden zuriick. 

Es wird nun erneut in wenig Chloroform gelést und mit 
Bicarbonat ca. 10mal ausgeschittelt. 

Die Chloroformlésung wird wieder, wie oben beschrieben, 
behandelt, beim Verdampfen der Chloroform-Ligroinliésung bleibt 
nahezu reines Hemibilirubin zuriick (Fp. 186—190°), 

Die BicarbonatlOsung wird wieder angesiiuert, mit Chloro- 
form extrahiert, in Ligroin gegossen, vom Niederschlag abfiltriert 
und eingedampft. Es bleibt die acide Form zuriick. Fp. 140° 
bis 160° unschartf. 

Ausbeuten, im Durchschnitt angegeben von 3 Versuchen, 
bei denen 16,5 g reinstes, makroskopisch krystallisiertes 
Bilirubin zur Reduktion gelangte. 

I. Rohhemibilirubin 52,7°/o 
II]. Kérper I] 41,5°%/o. 

8,7 g Rohhemibilirubin, wie angegeben gereinigt, ergeben, 

die Ausbeute wieder auf Bilirubin (16,5 g) berechnet: 
Hemibilirubin Fp. 186—190°: = 33,53%/o 
Acide Form » 140° unscharf 18,5 °/o. 

Die acide Form haben wir nun wieder in Bicarbonat 
gelist und mit Chloroform erschépfend extrahiert. 

Ausbeute an Hemibilirubin Fp. 185° 0,23 g 

, acider Form » 155° unscharf 2,1 

Der aciden Form aft sich jetzt von neuem reines Hemi- 
bilirubin in der gleichen Ausbeute, wie beim letzten Versuch, 
entziehen. 

Elementaranalysen. 


I. Acide Form. II. Hemibilirubin (Fp. 186—190°). III. Hemi- 
bilirubin, umkrystallisiert in der friiher angegebenen Weise. 
Fp. 192°. 
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I. 0.2122 g Subst. gaben 0,5185 g CO, und 0,1457 H,O 


0.1102 » > 9,43 com N bei 19° und 719 mm Hg. 

I]. 0,O931 g Subst. gaben 0,2270 g CO, und 0,0673 H,O 
0.1291 » » 11,7 cem N bei 25° und 713 mm Hg, 
0.1150 g . 10,08 » » » 189 » 711 » 

Ill. 0,1772 g Subst. gaben 0,4345 g CO, und 0,1264 H,O 
0.1699 » , » 04149 > » » O,1174 » 
0,0992 » 8.6 ccm N bei 18° und 710 mm Hg. 
O,1964 » 17,10 » » » 199 » 717 

Berechnet fiir: Gefunden: 

Gesticetus: Leggs: %. II. Il. 

C 66.85 66,16 66,64 66,5 66,87; 66,60°/o 
H 7,49 7,64 7,68 8,08 7,98; 7,73°/o 
N 9,46 9.65 955 9,67: 9,48 9,37; 947%. 


Molekulargewichtsbestimmungen. 


Alle folgenden Bestimmnngen sind nach der Siedepunkts- 
erhOhungsmethode in absolutem Alkohol ausgefitihrt worden. 


Hemibilirubin, nicht acide Form, Fp. 186—190°. 
I. 0,5 g Subst. in 13,06 g Alkohol gaben 0,078° Siedep.-Erh. 


Il. O.5 ) » 10,95 » > » 0,093 ° » 
Ber. fiir C,,H,,N,O, bezw. C,,H,,N,0,: Gef.: 
Mol.-Gew. 592,39 bezw. 580,40 D8D_—OD HD. 


Hemibilirubin, acide Form. 
0,5 g Subst. in 8,66 g Alkohol gaben 0,112° Siedep.-Erh. 
Gef.: 593. 


Titration. 


Die Titration wurde in alkoholischer Lésung ausgefthrt 
mit Phenolphthalein als Indikator. Der Umschlag konnte meist 
nicht direkt beobachtet werden; daher wurde mit Hilfe des 
Spektroskops titriert, bis der Streifen im Rot (605—578 cm) 
des alkalischen Phenolphthaleins erschien bezw. verschwand. 
Nach einiger Ubung titriert man auf 0,1—0,2 ecm scharf. 


1 





~ 
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Acide Form des Hemibilirubins. 


0,1371 g Subst. verbrauchen 4,55 cem ! 10-Lauge 301 


0,52 , , 17,6 » 296 
08 > , 27,2 =» 298 
05 >» » ' 16,6 >» , 301 


Nicht acide Form, Fp. 186—190°. 
Q,1752 g Subst. verbrauchen 5,9 cem !\10-Lauge 299. 

Die rechts angegebenen Zahlen bedeuten die aus den 
Daten berechneten einfachsten Molekulargewichte fiir eine ein- 
basische Siéure. Durch Verdoppelung der Zahlen gelangt man 
zu ihniichen Werten, wie die Molekulargewichtsbestimmung 
verlangt. 

Daf die acide Form des Hemibilirubins aus Bicarbonat 
Kohlensiure austreibt, haben wir auch durch Wiigung festgestellt. 


Verhalten der Bicarbonatlésung desRohhemibilirubins. 

LOst man Rohhemibilirubin in Natriumbicarbonatlésung 
auf, so laéBt sich dieser Lésung nur 8°/o Reinhemibilirubin 
entziehen. Gewinnt man nach dem Ansiiuern das Hemibili- 
rubin zurtick, so kann man aus der BicarbonatlOsung wiederum 
die gleiche Menge Reinhemibilirubin ausschiitteln. 


Kupfersalz des Hemibilirubins. 

Fiir die Darstellung des Kupfersalzes ist es gleichgiiltig, 
ob man von der aciden oder nicht aciden Form ausgeht. 

0,5 g Hemibilirubin werden in Alkohol geldst, mit 16,6 cem 
1/;o-Lauge versetzt, mit Wasser verdiinnt und hierzu 0,4 g 
Kupfersulfat in Wasser gelést, zugegeben. Das Kupfersalz fallt 
sofort in violett gefiirbten Flocken aus, widrigenfalls es an 
Wasser fehlt. Der voluminése Niederschlag wird abgesaugt 
und mit Wasser ausgewaschen. Nach dem Trocknen im Vakuum 
wird das Salz in Chloroform gelést und mit Ligroin gefillt, 
wobei es sich in violetten Flocken ausscheidet. Aus dem Filtrat 
laBt sich eine geringe Menge krystallisierten Hemibilirubins ge- 
winnen. 

Lést man jetzt das Kupfersalz wieder in Chloroform und 
falit es mit Ligroin, so ist kein Hemibilirubin mehr nachweisbar. 
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Der Korper ist in Chloroform, Pyridin, Bicarbonat und 
Natronlauge leicht léslich, ebenso in Ammoniak. Mit Schwefel- 
ammonium entsteht keine Fiillung, jedoch tritt eine Veriin- 
derung des Salzes ein. Wir werden das Salz noch genauer 
untersuchen. 

Die Analysen ergaben bis jetzt keine konstanten Zahlen: 
Gef.: Cu 10,08, 11,38, 11,56, 10,36, wihrend fiir C,, 
N,0,Cu 9,90 Cu berechnet sind. 
Die spektroskopische Untersuchung in Chloroform ergab : 
Konzentration: 0,024 °/o 

Schicht in 10 mm 15 mm 
Band JA = 660—636 intensiv 662—636 intensiv 
Band IIA = 603 —580 sehr schwach 606—580 schwach 
Band IIA = 535 —478 intensiv 547 ab ausgeldscht. 

In Natronlauge gelést verschieben sich die Streifen nach 
rechts. !) 

Der Korper zeigt also ein dem Hiaimin dhnliches spek- 
troskopisches Verhalten; in der Lage ist Band I und III dem 
Hiaimin recht iihnlich, wie aus dem Vergleich der beigesetzten 
Werte hervorgeht. 

Spektrum des Hamins?) 
4 = 655 — 630 4} = 5DD — 534A = 5924 — 497. 


H 


Oxydation von Korper II. 

Korper II ist die (vgl. S. 4) neben Hemibilirubin bei 
der Reduktion des Bilirubins auftretende Substanz, die wir 
bis jetzt nicht krystallisiert erhalten haben. 

Sie ist gegen Luft und Licht noch erheblich empfindlicher 
wie das Hemibilirubin, zeigt aber sonst in Eigenschaft und Zu- 
sammensetzung viel Ahnlichkeit mit dem Hemibilirubin. Wir 
haben jedoch bis jetzt nicht den Eindruck gewonnen, dafi sie 
identisch wiire mit Hemibilirubin, und verschieben die Diskussion 
iiber diesen Punkt, bis wir mehr experimentelles Material in 
den Hiinden haben. 

Die Elementaranalyse des bei 100° tiber Phosphorpent- 

‘) Hemibilirubin aus pathologischem Urin bezw. sein Kupfersalz 
zeigt das gleiche spektroskopische Verhalten. 

2) Abderhaldens biochemisches Handlexikon, Bd. VI, S. 237. 
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oxyd getrockneten KOrpers ergab auf C,,H,)N,O, anniihernd 
passende Werte: 
0,2017 g Substanz gaben 0,4825 g CO, und 0,1293 H,O 


0,1608 g » » 14,4 ccm N_ bei 18° und 711 mm Hg. 
Ber.: CN... : Gef. : 
C  =66,62 65,24 
H 7,00 7,17 
N 9,72 9,69 


Beim Erhitzen im Kapillarrohr sintert die Substanz ab 
175° zusammen und schmilzt bei 210—215° unter Zersetzung. 

Der Korper entwickelt mit Bicarbonat kriaftig Kohlen- 
siure, beim Titrieren mit !/10-n-NaOH verbraucht er so viel 
Lauge, wie einem Molekulargewicht von 250 entspricht, wenn 
eine einbasische Siure vorlige. 

Bei der auferordentlich schweren Zugiinglichkeit unseres 
Ausgangsmaterials (Rindergallensteine) und den grofen Ver- 
lusten, die bei Gewinnung des Hemibilirubins entstehen, bot 
uns Korper II ein willkommenes Objekt dar, um uns auf die 
Methoden einzuarbeiten. Wir haben zunichst den Korper in 
schwefelsaurer LOsung mit Bleisuperoxyd oxydiert. 

Anfangs arbeiteten wir nach der Vorschrift von Will- 
stitter und Asahina,!) die Schwerloslichkeit der Bilirubin- 
derivate erschwerte jedoch das Arbeiten ungemein, und die 
Ausbeute an Oxydationsprodukten war sehr schlecht. 

Folgende Vorschrift gab uns die besten Kesultate: 

40 g Bleisuperoxyd werden mit 100 cem 50°/oiger 
Schwefelsaiure heftig turbiniert. Im Verlauf von & Stunden 
tropfen wir unter Eiskiihlung 2 g Korper II, in !/10-n-Natron- 
lauge gelist, ein. Man erreicht so eine vollstiindige Loésung. 
Wir haben verschiedentlich den abgesaugten Bleischlamm mit 
Natronlauge ausgezogen und das Extrakt nach Kjeldah] oxydiert. 
Es konnten so nur Spuren von Ammoniak nachgewiesen werden. 

Das Filtrat vom Bleischlamm wurde im Apparat von 
Kutscher-Steude! erschépfend ausgeiithert, der Ather ver- 
jagt und der Riickstand in der von Willstitter!) angegebenen 
Weise verarbeitet. 

') A. Bd. 373, S. 232. 








348 Hans Fischer und Paul Meyer, 


Die ausgeiitherte Fliissigkeit enthielt noch 60°/o des 
Stickstoffs des Ausgangsmaterials, 30°/o hiervon in Form von 
Ammoniak, den Rest organisch gebunden. 

Die Ausbeute an Himatinsaéure war, von den ersten Ver- 
suchen abgesehen, sehr gleichmibig 10°/o. An Methylithyl- 
maleinimid erhielten wir nur 3°/o. 

Die Hiimatinsiiure hatte alle von Kiister!) angegebenen 
Kigenschaften. Fp. 118—114°. 

Die Elementaranalyse der bei 100° tiber P,O, im Va- 
kuum zur Konstanz getrockneten Substanz ergab: 





2145 g Subst. gaben 0.4125 g CO, und 0,0968 g Wasser 


1788 g » 12,9 ccm N bei 25° und 714 mm Hg. 
Ber. fiir C,H,0,N: Gef. : 
C 52,44 52,49 
H 4,95 3,03 
N 7,65 Fe 


Das Methylithylmaleinimid hatte ebenfalls alle von Kiister 
fiir diesen K6rper beschriebenen Eigenschaften. 

Zur Analyse haben wir es aus Wasser, dem wenige 
Tropfen Alkohol zugesetzt waren, umkrystallisiert. Beim Ab- 
kiihlen des evakuierten Exsikkators krystallisierte es in btischel- 
formig vereinigten Prismen vom Fp. 66—67?°. 

Zur Analyse wurde der Korper bei gewohnlicher Tem- 
peratur im Vakuum tiber Phosphorpentoxyd bei 20 mm Hg 
zur Konstanz getrocknet. 

0,1385 g Substanz gaben 0,3066 CO, und 0,0850 H,0. 


Ber. fiir C,H,O,N: Gef. : 
C. 60,39 60,46 
H 6,52 6,88 


Oxydation von Hemibilirubin. 
Rohhemibilirubin haben wir genau wie Korper II oxy- 
diert. Die Ausbeute an Hiéamatinsiure betrug 9°%/e, die an 
Methylithylmaleinimid 5°/o 


‘') W. Kiister, Das Haimatin und seine Abbauprodukte, in Abder- 
haldens biochemischen Arbeitsmethoden. 








— 
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Die Analyse der bei 113—114° schmelzenden Hamatin- 
siiure ergab: 
0,1090 g Substanz gaben 7,6 cem N bei 19° und 718 mm Hg. 
Ber. fiir C,H,O,N: Gef. : 
N 7,65 7,70 
Die Analyse des bei 66—67° schmelzenden Imids ergab: 
0,1040 g Substanz gaben 9,5 cem N bei 19° und 716 mm Hg. 
Ber. fiir C,H,O.N: Gef. : 
N 10,07 10,06 


Oxydation von Bilirubin. 


Bilirubin haben wir genau unter den gleichen Bedin- 
gungen oxydiert und 16°/o Hématinsiéiure gewonnen. Aus dem 
sodaalkalischen Extrakt haben wir zwar geringe Menge schmie- 
rigen Riickstandes erhalten, aber wir erhielten keine Krystalle, 
auch fehlte der typische Geruch des Methyliithylmaleinimids, 
so dafi wir glauben, dali bei der Oxydation von Bilirubin, 
wenigstens nach der von uns angewandten Methode, keine 
Spur des Imids entsteht. 

Ein Teil der Kosten dieser Arbeit wurde mit Hilfe von 
Mitteln, die mir das Herausgeberkollegium der Miinchner me- 
diz. Wochenschrift aus der Bollingerstiftung zur Verfiigung 
stellte, bestritten. Ich spreche dem Herausgeberkollegium auch 
an dieser Stelle meinen ergebensten Dank aus. 








Amino(:)cyklopentancarbonsaure (1). 
Von 


N. Zelinsky und G. Stadnikoff. 


(Aus dem Laboratorium fiir organische und analytische Chemie der Universitat Moskau.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2, Oktober 1911.) 


CH,—CH,. NH, 


CH,—CH,” COOH. 

Die Synthese des dieser Sadure entsprechenden Amino- 
nitrils wurde unter den von uns ausgearbeiteten Bedingungen’) 
ausgefiihrt: zu der stark abgektihlten wiasserig-alkoholischen 
Losung von 17g (0,2 Mol) Cyklopentanon und 13 g Chlor- 
ammonium (2,4 g mehr als die theoretische Menge) wurde in 
kleinen Portionen eine wasserige Losung von 14 g (0,2 Mol) 
Cyankalium zugegeben; dann wurde das Reaktionsgemisch bis 
zum anderen Tage bei gewohnlicher Temperatur stehen gelassen. 
Das entstandene Aminonitril wurde direkt durch Erhitzen mit 
Salzsiure hydrolysiert; das hierbei erhaltene Hydrochlorid der 
Aminosiiure wurde auf gewohnlichem Wege in die freie Amino- 
siiure verwandelt. Es wurden 19,5 g Cyklopentan-amino-carbon- 
siiure erhalten, was 67°/o der theoretischen Ausbeute entspricht. 
Die Siiure besitzt einen sehr siiBen Geschmack, ist in Wasser 
gut léslich, in Alkohol und Ather dagegen unléslich; in zu- 
geschmolzenem Kapillar zersetzt sie sich bei 320°. Aus wisse- 
riger Losung scheidet sich die Séure in grofen monoklinen 
Krystallen aus, die 1 Mol Krystallwasser enthalten. 

2.5555 g der lufttrockenen Séure verloren nach dem Er- 
hitzen (115—120°) bis zur Gewichtskonstanz 0,3170 g. 

C,H,,NO, -H,O Berechnet: H,O — 12,24°/o 
Gefunden: H,O — 12,40°/o. 


') Berl. Ber., Bd. 39, 8.1722 (1906). 
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0,2275 g wasserfreie Saéure gaben 21,6 ccm N (17°, 739 mm). 
C,H,,NO, Berechnet: N — 10,77°/o 
Gefunden: N — 10,71 °/o. 

Beim Aufbewahren an der Luft verwittern die Krystalle 
rasch und werden tribe. 

Das Kupfersalz der Aminoséure wurde bei der Ein- 
wirkung von Kupfercarbonat auf die kochende wisserige Losung 
der Saure erhalten. Beim Abkihlen der tiefblauen wiasserigen 
Lésung des Salzes schieden sich ziemlich grofe Krystalle aus, 
welche durch ihre schéne violette Farbe an die Krystalle von 
Kaliumpermanganat erinnern. 

0,6676 g des lufttrockenen Salzes gaben 0,1647 g CuO. 

C,,H,,N,0,Cu Berechnet: Cu — 19,88°/o 
Gefunden: Cu — 19,71°/o. 

Uber den dieser Siure entsprechenden Athylester wurde 

schon friher berichtet.!) 


') Diese Zeitschr., Bd. 73, S. 466 (1911). 








Berichtigung 


zur Arbeit von 


A. H. Koelker «Uber die biologisch wichtige d-a-Aminobuttersiure und 


iiber das l-a-Aminobutyrylglycin», Band 73, Seite 312. 


(Der Redaktion zugegangen am 16. Oktober 1911.) 


Seite 312 Zeile 5 von unten muf es heifen «<l-a-Aminobuttersiure» an- 


statt d-l-Aminobuttersdure. 
; 8,0°» anstatt +-8,0°. 
» 14 » --+- 930° (+ 60°)» anstatt + 9,30° (+ 6,0°). 
313 » 8 » » «— 13900°» anstatt — 139,00°. 


¢g 














Gewinnung von 3,5-Dijodtyrosin aus Jodeiweif. 
IV. Mitteilung. 
Die Verhaltnisse beim Gorgonin und Spongin. 


Von 


Adolf Oswald. 


(Aus dem agrikultur-chemischen Laboratorium der Eidgenéssischen Technischen 
Hochschule in Zitirich.) 


(Der Redaktion zugegangen am 24. September 1911.) 


Meine Untersuchungen tiber die Darstellung von 3,5-Dijod- 
tvrosin aus verschiedenen kinstlich jodierten KiweiSkorpern 
hatten das Resultat gezeitigt, dab das Verhaltuis des bei tiefer 
Zerlegung des Eiweifimolekitils in den Spaltprodukten in fester 
Bindung verbleibenden Jods zu dem als Jodwasserstoff abspalt- 
baren bei den einzelnen Eiweibarten verschieden war. Wihrend 
es beim Jodcasein') rund wie 60—67°/o zu 40—37°/o, beim 
Jodalbacid?) rund wie 52 : 48°/o war, betrug es beim Jod- 
clidin?) nur 22—24°/) : 783—76°/o, und beim Jodeigonnatrium?) 
fiel es noch tiefer, indem dort blof 3,5°/o Jod in fester Bindung 
verblieben. Da allerdings letzteres, ein Handelspriiparat, von 
vornherein ionisiertes Jod enthiilt, gibt diese Zahl nicht die 
richtige GréBe der wirklich erfolgten Jodabspaltung wieder. 
Immerhin ist der Prozentsatz des in fester Bindung verblei- 
benden Jods bei dieser Eiweifart (Hiihnereiweif) nur sehr gering, 
und dieses Verhalten gibt sich auch dadurch kund, dali daraus 
Jodtyrosin nicht hat gewonnen werden kénnen. Es darf freilich 
die GréBe des in fester Bindung verbleibenden Jodprozentsatzes 
nicht ohne weiteres mit dem Vorkommen von Dijodtyrosin in 


‘) Diese Zeitschrift. Bd. 74, S. 290 (1911). 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 70, S. 310 (1911). 
3) Diese Zeitschrift, Bd. 71, S. 200 (1911). 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 72, S. 374 (1911). 
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Zusammenhang gebracht werden, da sich aus Jodglidin mehr 
Dijodtyrosin gewinnen lieB als aus Jodcasein und Jodalbacid, 
trotzdem die Jodabspaltung dort gréBer war als bei den letzt- 
erwihnten Eiweifikorpern. Es hingt dies eben mit dem Vor- 
kommen noch anderer jodbindenden Gruppen zusammen. 

Ich habe nun im folgenden zwei natiirlich vorkommende 
Jodeiweibkérper auf das Verhalten der Jodabspaltung bei tiefer 
Zerlegung sowie auch auf die Grofe der Ausbeute an Dijod- 
tyrosin geprift, das Gorgonin und das Spongin. 


Gorgonin. 


Aus dem Gorgonin, der Substanz des Achsenskelettes der 
Koralle Gorgonia Cavolini, hat bekanntlich Drechsel') im 
Jahre 1896 als erster Dijodtyrosin dargestellt, allerdings die 
Verbindung nicht als solche identifiziert, sondern als Jodgorgo- 
siiure bezeichnet und fiir eine Jodaminobutterséure gehalten. 
Die Identifizierung erfolgte spiiter durch Wheeler und Jamie- 
son?) und Henze.®) 

Uber die Griéfe der Ausbeute haben die Autoren keine 
bestimmten Angaben gemacht, doch geht aus den Mitteilungen 
hervor, da sie jedenfalls sehr gering war. Uber die Grife 
der Jodabspaltung ist keine Angabe zu finden. 

Ich habe 40 g getrockneter, von der zoologischen Station 
in Neapel bezogener Gorgoniaachsenskelette*) mit Baryt zer- 
setzt. Dann wurden sie in 500 ccm heifgesiittigter, reiner 
Barytldsung eingetragen und das Gemenge eine Stunde auf 
freier Flamme am RiickfluBkiihler im Sieden erhalten. Die 
xiumchen fingen nach wenigen Minuten Siedens an, unter 
Braunfiirbung der Fliissigkeit sich zu lésen, und waren nach 
zwanzig Minuten vollstandig gelést, waihrend die Losung eine 
dunkelbraune Farbe zeigte. Nach AbschluB der Siedezeit ent- 


') Zeitschrift fiir Biologie, Bd. 33, S. 90 (1896). 

2) H. L. Wheeler und G. 8. Jamieson, Synthesis of Jodgorgoic 
acid, Amer. chem. Journ., Bd. 33, 5. 365 (1905). 

) M. Henze, Zur Kenntnis der jodbindenden Gruppe der natiir- 
lich vorkommenden Jodeiweifkirper, Diese Zeitschrift, Bd. 51, S. 64 (1907). 

4) Das Priparat ist seit dem Jahre 1900 in meinem Besitze. 
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hielt die Fliissigkeit von festen Kérpern nur einen sandigen, 
aus anorganischem Material bestehenden Bodenkérper, der 


heif abfiltriert wurde. 

Das dunkelbraune Filtrat gab keine Biuretreaktion mehr, 
wohl aber fiel die Millonsche Reaktion stark positiv aus. In 
einer Probe wurde die Verteilung des Jods bestimmt. Es ergab 
sich das Verhiiltnis : 83,03°/o in fester Bindung zu 16,97 °/o 
als Jodwasserstoff abgespaltenem Jod. Die Lésung war sehr 
reich an Sulfid. 

Analytische Belege. 10 ccm des Hydrolysates wurden auf das 
zweiundeinhalbfache verdiinnt und 10 cem davon nach Zusatz von Atz- 
natron im Nickeltigel auf dem Wasserbade eindunsten gelassen und in 
iiblicher Weise mit Salpeter verascht. In der wisserigen Lésung der 
Asche wurde das Jod nach Fresenius bestimmt. Es wurden 25,2 ccm 
einer Thiosulfatlisung verbraucht, wovon 1 ccm 0,0009333 g Jod_ ent- 
spricht = 0,023519 g J, oder fiir die urspriingliche, nicht verdiinnte 
Losung 0,0587 g J. 

15 ccm des verdiinnten Hydrolysates wurden mit ausgekochter, 
konzentrierter Salpetersdure und Silbernitratlésung auf 20 ccm aufgefiillt 
und in 12 ccm des entsilberten Filltrates das Jod bestimmt. Es wurden 
18,8 ccm Thiosulfatlisung verbraucht, entsprechend 0,01754 g J, was 
auf 10 cem der urspriinglichen, nicht verdiinnten Lisung 0,0487 g J 
ausmacht. 

Um den Einflu®B weiteren Siedens festzustellen, wurde eine 
kleine Probe noch fernere 3 Stunden am Riickflubkihler erhitzt. 
Das Verhaltnis verainderte sich jedoch nicht. Es wurde nach 
dieser Zeit befunden wie 77,82°/o festgebundenes zu 22,18 °/o 
abgespaltenem Jod. 

Analytische Belege. 10 ccm verbrauchten 47,6 ccm Thiosulfat- 
losung == 0,0444 g J. 15 ccm wurden mit Salpetersdure und Silber- 
nitratldsung auf 20 ccm aufgefillt und in 15 ccm des entsilberten Fil- 
trates das Jod bestimmt. Es wurden 38,9 ccm Thiosulfatlésung ver- 
braucht = 0,03630 ¢ J = fiir 10 ccm des nicht verdiinnten Hydrolysates 
0.0344 g J. 

Der Rest der nicht zur Analyse verwendeten Probe wurde 
weitere 61/2 Stunden gesotten. Insgesamt hatte also das Sieden 
fiir ihn 10%/2 Stunden gedauert. Das Verhiiltnis beider Jod- 
arten blieb auch hier dasselbe, indem es zu 80,82 : 19,18 be- 
funden wurde. 

Analytische Belege. 10 cem der Lisung verbrauchten nach 


24% 
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ihrer Veraschung 28,3 ccm Thiosulfatl6sung, wovon 1 cem 0,0007439 g 
Jod entspricht == somit 0,0210 g J. 

15 com der Liésung wurden mit Salpeterséure und Silbernitrat- 
losung auf 20 cem aufgefiillt und in [3 ccm des entsilberten Filtrates 
das Jod bestimmt. Es wurden 22,3 ccm Thiosulfatlésung verbraucht, 
gleich nach Umrechnung mit den Verdiinnungsfaktoren 0,017014 ¢ J fiir 
10 ccm der urspriinglichen Loésung. 

Durch einstiindiges Sieden mit gesiittigtem Barytwasser 
wird somit alles als Jodwasserstoff abspaltbare Jod ausgestoBen 
und weiteres Sieden hat nach dieser Richtung keine Wirkung 
mehr. Aus dem negativen <Ausfall der Biuretreaktion ergibt 
sich das allgemein interessante Hesultat, dah durch einstiin- 
diges Sieden das Proteidmolekiil in seine tiefen Abbauprodukte 
zerlegt wird. Eigentliche ProteinkOrper sind bekanntlich viel 
widerstandsfiihiger, auch ist die Jodabspaltung, wie mich eigens 
darauf gerichtete Versuche an einem kinstlich jodierten E:weib- 
korper (Jodalbacid) gelehrt haben, nach dieser Zeit nicht be- 
endet. Aus allen diesen Befunden diirfen wir schlieBen, wie 
ich es bereits bei einer anderen Gelegenheit getan habe, dah 
das Jod erst beim Zerfall und durch den Zerfall des Eiweib- 
molekiils frei wird. 

Das Hydrolysat wurde in derselben Weise wie bei meinen 
friiheren Versuchen auf die Darstellung von Dijodtyrosin ver- 
arbeitet. Es wurde mit ausgekochter konzentrierter Salpeter- 
siiure angesiiuert, wobei sich kein Neutralisationspriizipitat 
bildete, und mit Silbernitrat versetzt. Der Niederschlag von 
Jod- und Schwefelsilber wurde abfiltriert und abgepreBbt und 
das hellbraungelbe Filtrat weiter mit Silbernitrat und dann 
mit Ammoniak solange versetzt, bis der sich bildende weibe 
Niederschlag sich nicht mehr vermehrte. Dieser wurde abge- 
saugt, ausgepreBt, darauf mit Wasser verriihrt und mit Schwetel- 
wasserstolf entsilbert. Das braune Filtrat wurde mit Schwefel- 
siiure von mitgerissenem Baryt befreit und die Losung mit 
derselben Siiure bis zu 5°/o versetzt, alsdann mit Phosphor- 
wolframsiiure gefiillt. Der abgenutschte Niederschlag wurde 
in der iiblichen Weise mit Baryt zersetzt und die Prozedur 
einige Male wiederholt. Aus den eingeengten Filtraten schied 
sich die Jodgorgosiiure in den bekannten Krystallen aus. Die 
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Gewinnung von 3,5-Dijodtyrosin aus Jodeiweil. IV. ey) 


Ausbeute betrug 0,36 g, was, da ich von 40 g¢ Gorgonin aus- 
gegangen war, 0,9°/o gleichkommt. Die einmal aus heifem 
Wasser unter Zuhilfenahme von Tierkohle umkrystallisierte 
Siiure zeigte einen Schmelzpunkt von 204°, hatte die Krystall- 
form des Dijodtyrosins und wies einen Jodgehalt von 58,52 °/o auf. 

0.2023 g Substanz ergaben 0,2191 g AgJ = O,1184 ¢ J (berechnet 
58.660). 

Zum besseren Vergleich mit den Ausbeuten aus den iibrigen 
bisher untersuchten EiweibkOrpern seien diese in folgendem 
iibersichtlich dargestellt. 


Erhalten aus Jodalbacid 0,4°/o9 Dijodtyrosin 
Jodglidin 1,3°%/o 
Jodcasein 0,90 
Gorgonin 0,9 %/o 
> Jodeigonnatrium = 0,0°%/o 


In bezug auf die Hohe des Jodtyrosingehaltes unter- 
scheidet sich sonach das Gorgonin nicht vom Jodeasein; er 
ist dagegen um die Hilfte griBber beim Jodglidin und um die 
Hilfte geringer beim Jodalbacid. 

Was die Vertreibung des Jods aus seiner organischen 
Bindung anbelangt, so ist sie im Gorgonin bedeutend geringer 
als bei allen anderen untersuchten Eiweifkérpern. Folgende 
tabellarische Anordnung gibt uns eine Ubersicht iiber die bisher 
gefundenen Ziffern. 








; Als Jodwasserstoff ab- 
Festgebundenes Jod 


Eiweifiarten gespaltenes Jod 


in Prozenten und runden Zahlen 








Jodalbacid . 52 48 
Jodglidin . Se 23 77 
Jodcasein. ..... 60—67 4O—37 
GOFSORM «4 se es 82 18 
Jodeigonnatrium .. . 3,9 96,5 


Beim Gorgonin betriigt die Jodabspaltung rund den fiinften 
Teil des Jodgehaltes, beim Jodalbacid und Jodcasein anniihernd 
die Halfte, beim Jodglidin 4/5 und beim Jodeigonnatrium wohl 
ebensoviel. (Ich nehme Riicksicht darauf, dal das Jodeigon- 
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natrium, wie schon erwiahnt, nicht frei ist von ionisiertem Jod, 
und daher die in der Tabelle aufgeftiihrten Zahlen zu hoch sind.) 

Vergleichen wir nun die Ausbeute an Dijodtyrosin mit 
dem Jodgehalt des Ausgangsmaterials, so ergibt sich folgendes. 
Die Gorgoniaachsenskelette enthalten nach Drechsel ca. 7°/o 
Jod. Die Ausbeute an Dijodtyrosin betrug 0,9°/o, d. h. auf 100 g 
Ausgangsmaterial 0,52 g Jod. Somit waren 7,4°/o des Jods 
in Form von Dijodtyrosin gefunden worden, eine Zahl annahernd 
gleich der beim Jodglidin gefundenen. Da jedoch die Gewinnung 
des Jodkérpers durchaus nicht als eine quantitative zu be- 
zeichnen ist, kann es sich blo®B um eine Minimalzahl handeln. 

Die Mutterlauge der Dijodtyrosinkrystalle enthielt noch 
eine namhafte Menge organisch gebundenen Jods. Alle Ver- 
suche, eine krystallisierte Verbindung daraus zu gewinnen, 
scheiterten, ebenso wie es bei den tibrigen Jodeiweifkorpern 
der Fall gewesen war. Der Jodkérper war durch Bleiessig fiall- 
bar, nicht fiillbar dagegen durch Mercurisulfat. Auferdem war 
er lOslich in 70°/oigem Alkohol und zum Teil léslich in 96 °/oigem, 
unléslich in Ather, Benzol, Chloroform. Dem relativ niedrigen 
Jodgehalt nach liegt es auf der Hand, daf es sich um eine noch 
komplexe (polypeptidartige) Verbindung handelt. Ob sich Jod- 
tyrosin an ihrem Aufbau beteiligt, ist unentschieden. Dab jedoch 
das Tyrosin nicht die einzige jodbindende Gruppe des Gorgonins 
ist, geht schon aus der Tatsache der leichten Abspaltbarkeit 
eines Teiles seines Jods bei der hydrolytischen Zerlegung hervor. 


Spongin. 


Aus dem Spongin haben vor einem Jahr H. L. Wheeler 
und L. B. Mendel?) als erste Dijodtyrosin gewonnen, nachdem 
friiher Hundeshagen?) und spiater Scott in Neubergs La- 


') H.L. Wheeler und L. B. Mendel, The Iodine complex in sponges 
4.5-diiodtyrosine), Journ. of Biol. Chemistry, Bd. 7, Dez. 1909. 
®) Hundeshagen, Uber jodhaltige Spongien und Jodspongin, Zeit- 


schrift f. angew. Chemie (1895), S. 473. 
8) L. Scott, Biochem. Zeitschrift, Bd. 1, S. 367 (1906), und Disser- 
tation Berlin (1908), und C. Neuberg, Biochem. Zeitschrift, Bd. 27, 


S. 266 (1910). 
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boratorium darin vergeblich nach einer definierbaren jodhaltigen 
Substanz gesucht hatten. Die Ausbeute war nur gering, 2,2 g 
aus 400 g getrocknetem Badeschwamm, also 0,55°/o. Uber die 
Menge des aus seiner organischen Bindung losgelosten Jods ist 
keine Angabe zu finden, auch schien es mir notwendig, um 
bessere Vergleichswerte fiir die Zusammenstellung mit den 
iibrigen Jodeiweiikérpern zu haben, die Ausbeute an Dijod- 
tyrosin selbst zu bestimmen. 

165 g trockener, kiuflicher Badeschwiimme wurden, nach- 
dem sie mit Wasser lange Zeit gewaschen worden waren, im 
Rundkolben unter Rickflu{kihlung mit 1!'/2! heifbgesattigter 
reiner BarytlOsung eine Stunde auf freier Flamme in schwachem 
Sieden erhalten. Die anfangs leicht zum Schaiumen kommende 
Fliissigkeit fiirbte sich nach kurzer Zeit rotbraun. Freies Jod 
war nicht zugegen, wie auch bei der Zersetzung der anderen 
Jodeiweibkoérper, wohl aber bald nachdem Loésung der Schwimme 
eingetreten war, Jodid. Nach genannter Siedezeit wurde die 
Lisung von einem sandigen, aus anorganischem Material be- 
stehenden Bodenkorper hei abfiltriert. In einer kleinen Probe 
wurde das Verhiiltnis des in organischer Bindung gebliebenen 
zu dem abgespaltenen Jod bestimmt. Es betrug 73,07°/o ge- 
bundenes zu 26,93°/0 als Jodwasserstoff abgespaltenem Jod. 
Kine kleine Portion des Hydrolysates wurde weitere 2 Stunden 
sieden gelassen und abermals das Verhiiltnis beider Jodarten 
bestimmt. Es betrug 66,91°/o organisch gebundenes zu 33,09 °/o 
abgespaltenem Jod. Der Rest dieser Portion wurde nun noch 
weitere 5 Stunden gesotten, wonach sich das Verhiiltnis 63,95° 0 
festgebundenes zu 36,05°/o Jod herausstellte. 

Analytische Belege: I. In 10 ccm wird das Gesamtjod _ be- 
stimmt. Es werden nach der Veraschung 5,2 ccm Thiosulfatlésung 
(1eem = 0,0007439 ¢ J) verbraucht = 0,003868 g¢ J. 

15 ccm wurden mit Salpetersdure und Silbernitratlésung auf 20 ccm 
aufgeftillt und nach der Entfernung von Jodsilber und iiberschiissigem 
Silber in 15 ccm das Jod bestimmt. Es wurden 4,2 ccm Thiosulfatlisung 
verbraucht, gleich nach Umrechnung mit den Verdiinnungsfaktoren fiir 
10 ccm des Hydrolysates 0,00277 g J. 

II. 10 ccm verbrauchten 8 ccm Thiosulfatldsung = 0,005951 g J. 


15 ccm wurden mit den Reagenzien auf 20 ccm aufgefiillt und in 14 ccm 
des entsilberten Filtrates das Jod bestimmt. Es wurden verbraucht 
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5,7 ccm Thiosulfatlésung, gleich nach Umrechnung mit den Verdiinnungs- 
faktoren fiir 10 ccm des Hydrolysates 53,09 g J. 

lil. 10 com verbrauchten 3,25 cem Thiosulfatl6sung = 0,002417 ¢ J. 
15 ccm wurden mit den Reagenzien auf 19 ccm aufgefiillt und in 13,6 cen 
des entsilberten Filtrates das Jod bestimmt. Es wurden verbraucht 
2.35 ccm Thiosulfatlbsung, gleich nach Umrechnung mit den Verdiinnungs- 
faktoren fiir 10 ccm des Hydrolysates 0,001535 g J. 

Es war somit nach einstiindigem Sieden schon der grébte 
Teil des abspaltbaren Jods vom Eiweifbmolekiil getrennt, jedoch 
nicht alles. Nach dieser Zeit fiel auch die Biuretreaktion noch 
schwach positiv aus. Nach weiterem zweistiindigem Sieden 
war dagegen die Biuretreaktion verschwunden und die Jodab- 
spaltung schien ihr Ende erreicht zu haben, denn nach aber- 
maligem S5stiindigem Sieden war nur unbedeutend mehr Jod 
abgespalten. Es bestiitigt sich somit von neuem die weiter 
oben hervorgehobene Tatsache, dafi das Freiwerden des als 
Jodwasserstoff abspaltbaren Jods mit dem Zerfall des Eiweil- 
molekiils zusammenhiingt, d. h. so lange nicht das Molekiil 
zerlegt ist, ist nicht alles Jod ausgetrieben, oder auch umge- 
kehrt: mit dem Zerfall des Molekiils wird das Jod frei. 

Auf Grund obiger Analysenwerte wurde die Hauptmenge 


des Hydrolysates zwei weitere Stunden — insgesamt also 
3 Stunden — sieden gelassen und daraus Dijodtyrosin darzu- 
g J \ 


stellen versucht. Zu diesem Zwecke wurde in der schon mehr- 
fach beschriebenen Weise mit Salpeterséiure angesiiuert, wobei 
sich kein Neutralisationspriézipitat ausschied, und mit Silber- 
nitrat gefillt. Nach dem Entfernen des Jod- und Schwefe!- 
silbers wurde mit Ammoniak sehwach alkalisch gemacht und 
weiterhin mit Silbernitrat gefiillt, solange als noch eine Fallung 
entstand. Der abgepreBte Niederschlag wurde mit Schwefel- 
wasserstoff zersetzt und das Filtrat nach Ansiiuern mit Schwefel- 
siiure mit Phosphorwolframsiiure gefallt (vgl. vorigen Abschnitt). 
Aus der Phosphorwolframsaurefraktion lieB sich nach der Zer- 
setzung mit Baryt kein Dijodtyrosin gewinnen. Die Losung 
trocknete nach liingerem Stehen zu einem hellbraunen Firnis 


ein, der sich als jodhaltig erwies. 
Nach diesem negativen Resullat wurde der Spaltungs- 
versuch nochmals ausgefiihrt und zwar wurde mit Riicksicht 
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auf die von Wheeler und Mende! eingehaltenen Bedingungen 
die Siedezeit auf 40 Stunden ausgedehnt. Es hatten zu diesem 
Zweck 500 g Badeschwamm gedient, die mit 3'/2 | heibge- 
gesiittigter Barytlosung zersetzt werden. Das Verhiiltnis des 
in fester Bindung bleibenden Jods zu dem abspaltbaren betrug 
19.67 : 54,33. 

Analytische Daten: 15 ccm des Hydrolysates wurden einge- 
dampft und in iiblicher Weise verascht. Es wurden 8,75 ccm Thiosulfat- 
losung (1 ccm = 0,0009333 g J) verbraucht = 0,0081 ¢ J. 

30 ccm des Hydrolysates wurden mit Salpetersiiure und Silber- 
nitratlbsung auf 45 ccm verdiinnt und in 22.5 cem des entsilberten Fil- 
trates das Jod bestimmt. Es wurden 4 cem Thiosulfatlisung verbraucht 

0.0037 ¢ J. 

Das Verhiiltnis des festgebundenen zum abgespaltenen 
Jod war also erheblich tiefer wie bei kiirzerer Siededauer. Als 
dann zur Isolierung von Dijodtyrosin geschritten wurde, liebh 
sich solches mit Leichtigkeit aus der Phosphorwolframsiiure- 
fraktion gewinnen. Die Menge betrug 1,9 g (Schmelzpunkt: 
204° unk.) oder, da von 500 g Substanz ausgegangen war, 0,38°/o. 
Die Schwammsubstanz hatte, wie eine Bestimmung ergeben 
hatte, 0,89°/o Jod enthalten (0,3241 g Substanz — 0,00288 g J). 
Es waren somit 15,7°/o des Jods in Form von Dijodtyrosin 
cefunden worden. 

Das Spongin unterscheidet sich demnach in bezug auf die 
bindungsfestigkeit seines Jods vom Gorgonin, indem es mehr 
Jod abspaltet als dieses. Die Zahlen entsprechen ungefiihr 
denen beim Jodalbacid. Auch in bezug auf die relative Aus- 
heute an Dijodtyrosin kommt es diesem gleich. Ks unterscheidet 
sich auberdem vom Gorgonin wesentlich dadurch, dab es der 
hydrolytischen Spaltung mehr Widerstand leistet als dieses und 
verhélt sich darin den tibrigen EiweiBkorpern gleich. 

Auf Grund der leichten Abspaltbarkeit eines Teiles seines 
Jods sind wir berechtigt, auch im Spongin mindestens zwei 
Bindungsorte des Jods anzunehmen. 


Uber die Bindung des Jods im Seetang. 


Anhangsweise soll tiber Versuche berichtet werden, welche 
am Seetang angestellt wurden, um tiber die bindungsverhilt- 








362 Adolf Oswald, Gewinnung von 3,5-Dijodtyrosin aus Jodeiweif. IV. 


nisse des Jods in dieser unter den Lebewesen schon am 
liingsten als jodhaltig bekannten Pflanzenfamilie unterrichtet 
zu werden. 

Kin Kilo getrockneter, von der staatlichen Zoologischen 
Station in Roscoff (Bretagne) bezogener Fucus vesiculosus 
wurden, nachdem sie mit Wasser gewaschen worden waren, 
fein zerhackt und mit mehreren Litern heibgesiittigter Baryt- 
losung auf freiem Feuer 11 Stunden gesotten. Ein Gramm der 
trockenen Pflanzen hatte einen Jodgehalt von 0,001 g ergeben. 
Es war also insgesamt 1g Jod zugegen. In mehreren Por- 
tionen der stark eingeengten, dunkelbraunen LOsung wurde das 
ionisierte Jod in der beschriebenen Weise entfernt, und danach 
das zuriickbleibende Filtrat auf festgebundenes Jod_ gepriift, 
letzteres aber stets mit negativem Resultat. Das in Lésung 
gegangene Jod war somit alles ionisiert. Um den Einflu8 der 
spaltenden Agenzien zu erkennen, wurde aus weiteren 340 g 
Fucus ein wiisseriger Extrakt mit schwacher Sodalésung ge- 
macht, in der Weise, daB die Pflanzen unter Zusatz von Toluol 
mehrere Tage in der wiisserigen Liésung bei Zimmertemperatur 
liegen blieben. Als das ionisierte Jod entfernt worden war, 
erwies sich tiberraschenderweise die Lésung als jodfrei. Orga- 
nisch gebundenes Jod war somit keines vorhanden. Der wisse- 
rige Extrakt, welcher ein Liter betrug, enthielt, wie ich an 
einem aliquoten Teile feststellte, 0,078 g Jod. Die zu seiner 
Herstellung verwendeten 340 g Fucus hatten aber 0,34 g davon 
enthalten. Es war sonach nur der vierte Teil des Jods in den 
Kxtrakt tibergegangen und zwar nur ionisiertes. Da die restie- 
rende Fucusmenge zu gering war, um ein nur einigermaBen 
befriedigendes Urteil tiber eine eventuelle organische Jodver- 
bindung zu gestatten, wurde auf eine weitere Verarbeitung 
verzichtet. Die Frage soll an gréBeren Mengen entschieden 
werden. 




















Uber hydrolytische Spaltungen von Proteinen durch Einwirkung 
von Pepsin, Trypsin, Sauren und Alkalien. 
Von 
V. Henriques und J. K. Gjaldbek. 


(Aus dem physiologischen Laboratorium der kgl. tierarztlichen und landwirtschaftlichen 
Hochschule, Kopenhagen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 4. Oktober 1911.) 


Durch die von S. P. L. S6rensen ausgearbeitete Methode,!) 
mittels welcher man den Abbau von Proteinen Schritt um 
Schritt zu verfolgen vermag, ist uns die Moglichkeit erdffnet 
worden, uns neue Aufschliisse tiber die proteolytischen Vorginge 
bei Einwirkung von Fermenten oder bei Beeinflussung von 
Siuren oder Alkalien zu verschaffen. Namentlich hat eine An- 
wendung von Sorensens Formoltitrierung in der Weise, dal 
die Titrierung nicht auf einmal geschieht, sondern in Stadien?) 
ausgefiihrt wird, wie aus den unten angefiihrien Versuchen 
hervorgehen wird, ergeben, daf} man in den Stand gesetzt wird, 
zwischen der Wirkungsweise der verschiedenen Fermente zu 
unterscheiden. 

Bevor wir unsere Versuche eingehender besprechen, werden 
wir ganz kurz das von uns benutzte Verfahren angeben. 

Es wird erst eine Lésung des Proteins, dessen Spaltung 
untersucht werden soll, hergestellt, und auferdem eine Losung 
des Ferments. Nach Vermischung und Erwirmung auf 37° 
werden drei Proben entnommen; die eine wird zur Totalstickstoff- 
bestimmung benutzt, die zweite zur Ammoniakbestimmung und 
schlieBlich die dritte (nach Neutralisation mit empfindlichem 
Lackmuspapier) zur Formoltitrierung in Stadien. 





') S. P. L. Sérensen, Biochem. Zeitschrift, Bd. 7 (1907). 
7) V. Henriques und S. P. L. Sérensen, Diese Zeitschrift, Bd. 63 
(1909). 
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Alle Stickstoffbestimmungen sind nach Kjeldahl!) aus- 
vefiihrt. Betreffs des Ammoniaks verweisen wir auf eine unserer 
friiheren Arbeiten.?) 

Die Formoltitrierung in Stadien ist in folgender Weise 
ausgefiihrt: Nachdem 25 cem der Fliissigkeit gegen Lackmus- 
papier neutralisiert worden sind, wird Phenolphthalein zugesetzt 
und danach ®/s-NaQOH bis zu schwach roter Farbe (1. Stadium); 
darauf wird wieder "/s-NaOH zugesetzt bis zu stark roter Farbe, 
d.h. gleich der Farbe der Kontroll6sung (2. Stadium); nun 
wird neutrale Formollésung zugesetzt und die rote Farbe ver- 
schwindet:; es wird wieder " s-NaOH zugesetzt bis zu schwach 
roter Farbe (3. Stadium), und danach wird weiter titriert, bis 
die stark rote Farbe der Kontrolle erreicht ist (4. Stadium). 

Bei Titrierung in vollkommen klaren LOsungen verursachte 
der Umschlag gewohnlich keine Schwierigkeit; dagegen war 
der Umschlag bei Titrierung in Fliissigkeiten mit schwiicheren 
oder stiirkeren Ausfiillungen weniger gut, namentlich wo es 
sich um die Feststellung des Augenblicks handelte, wo zu Ende 
des 1. Stadiums die schwach rote Farbe erscheint. 

Ks wurden folgende Proteine angewendet: Gedorrtes Hiihner- 
eiweib (gewOhnliche Handelsware), Casein (Hammarsten), 
Witte-Pepton, Edestin (Héchst), Gliadin (aus Weizenmehl her- 
gestellt), Gelatine (gewohnliche Handelsware) und gewohnliches 
mageres HKindfleisch. 

Die Versuche wurden angestellt mit L6sungen (oder Auf- 
schwemmungen) in bezw. sauren oder schwach alkalischen 


Fliissigkeiten von ca. 2°/o. 

Die hier angewendeten Fermente sind Pepsin (Parke, 
Davis & Co.), Trypsin (Pankreatin, Rhenania). Die Menge 
des zugesetzten Ferments schwankte etwas in den verschie- 
denen Versuchen; iibrigens ist die angewendete Menge bei jedem 
einzelnen Versuch in den Tabellen angegeben. 

Aufver tiber die Wirkung der beiden genannten Fermente 
je fiir sich haben wir Versuche angestellt tiber die Wirkung 
des Pepsins auf trypsingespaltete Proteine und tiber die Wirkung 


') R. Koefoed, Diese Zeitschrift, Bd. 69. 
*) V. Henriques und J. K. Gjaldbwek, Diese Zeitschrift, Bd, 67. 
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des Trypsins auf pepsingespaltete Proteine. Bei den Versuchen 
iiber die Siure- und Alkaliwirkungen auf die Proteine bestand 
das Verfahren einfach darin, dafii wir die Proteine bei ver- 
schiedenen Temperaturen (zwischen 37° und 150° varierend) 
kiirzere oder liingere Zeit mit Schwefelsiure, Salzsiiure oder 
Natronlauge verschiedener Stiirke stehen liefen. 

Schlieblich sei erwihnt, dafh wir soweit mdglich die 
Wasserstoffionenkonzentration (mittels 5. P. L. Sérensens 
kolorimetrischer Methode!)) so einstellten, dafi die Pepsin- 
verdauung bei einer Wasserstoffionenkonzentration von 1O= 1°, 
die Trypsinverdauung bei einer solchen von 10-7!—10- 8° 
stattfand. 

Zur Erliiuterung der Tabellen sei folgendes angefiihrt: 

Die erste Kolonne, bezeichnet Py, gibt die Wasserstoff- 
ionenkonzentration an, wo diese bestimmt worden ist. Die 
folgenden Kolonnen: 1, 2, 3, 4 und K geben die 4 Stadien 
der Titrierung und die Stiirke der Kontroll6sung an, ausgedriickt 
in "/5-NaOH und bezogen auf 100 mg Stickstoff. Die Titrie- 
rung geschah, wie oben erwihnt, in 25 ccm Fliissigkeit, die 
gewohnlich um 70 mg N enthielt. Die folgende Kolonne, be- 
zeichnet: Formoltitrierbarer N in Prozenten des Total-N, gibt 
an, wieviele Prozent des Totalstickstoffes sich formoltitrieren 
lassen. Die Zahlen sind in der Weise gewonnen, das von der 
Zahl der Kolonne 4 die Zahl der Kontrolle (Kolonne K) sub- 
trahiert worden ist; die dadurch gewonnene Zahl wird nun, mit 
2.8 multipliziert, einfach die Menge von formoltitrierbarem N in 
Prozenten des Total-N angeben. Die Formoltitrierung geschah 
liberall ohne Entfernung von Ammoniak, woraus folgt, dah 
der sogenannte formoltitrierbare Stickstoff als Aminogruppe 
—- Ammoniak vorhanden ist. Wir miissen hier darauf aufmerk- 
sam machen, dafy man, wie zuerst von L. de Jager an- 
gegeben,?) unter gewissen Verhiltnissen weniger formoltitrier- 
baren Stickstoff vorfinden kann, als wenn man Ammoniak und 
die Aminogruppen je fiir sich bestimmt. V. Henriques und 

') S. P. L. SGrensen, Biochem. Zeitschrift, Bd. 22. 

7) L. de Jager, Diese Zeitschrift, Bd. 65. 
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S. P. L. SGrensen haben dies Verhaltnis naher untersucht und 
gezeigt,!) daB der Fehler nur von nennenswerter Bedeutung ist, 
wenn die Ammoniakmenge sehr grof ist. Bei den sehr geringen 
Ammoniakmengen unserer Verdauungsfliissigkeiten spielt dieses 
Verhiiltnis somit keine Rolle, wovon wir uns tbrigens durch 
Formoltitrierung der Flissigkeiten mit Ammoniak und durch 
Vergleichung der gefundenen Zahl mit derjenigen iiberzeugt 
haben, die man erhilt, wenn man das Ammoniak durch Ab- 
destillation im Vakuum bestimmt und danach im tibriggebliebenen 
Rest formoltitriert; wir fanden hier eine so gute Ubereinstim- 
mung, wie sich nur erwarten lief. 

Die Kolonne Ammoniak-N in Prozent des Totalstickstoffs 
bedarf keiner weiteren Erklirung. 

Die letzte Kolonne 1—(4+K) gibt das Verhaltnis an 
zwischen der dem ersten Stadium der Titrierung entsprechenden 
Zahl und derjenigen, die das letzte und vierte Stadium — der 
Zahl der Kontrollosung angibt. Es zeigt sich, dah dieses Ver- 
haltnis von grofier Bedeutung ist, indem es sich teils andert, 
allmiéihlich wie die Fermentwirkung fortschreitet, und sich teils 
als wesentlich verschieden herausstellt, je nachdem man Trypsin 
oder Pepsin zur Proteinspaltung benutzt. Wir werden dieses 
eigentiimliche Verhiltnis spiter eingehender besprechen. 

Bevor wir zur Besprechung der eigentlichen Verdauungs- 
versuche mit Proteinen iibergehen, werden wir erst die Resultate 
einiger Versuche anfiihren, bei denen ca. 2°/oige L6sungen von 
Pepsin oder Trypsin zur Selbstverdauung bei 37° in den Thermo- 
staten gestellt wurden, sowie einige Versuche, bei denen das 
Pepsin mit Trypsin und das Trypsin mit Pepsin verdaut wurde. 

Aus der Tabelle geht hervor, daB das Pepsin selbst ca. 25°/o 
formoltitrierbaren Stickstoffs enthalt, was — wie aus den nach- 
folgenden Versuchen erhellen wird — Proteinen entspricht, die 
ea. 1 Monat der Wirkung von Pepsinsalzsiiure ausgesetzt waren. 
Nach 32 tiigigem Stehen im Thermostaten ist der formoltitrier- 
bare Stickstoff von 24,8°/o auf 37,5°/o gestiegen, was zeigt, 
dafi das «Pepsin» (oder vielmehr die im Priparat vorhandenen 





') V. Henriques und 8S. P.L. Sérensen, Diese Zeitschrift, Bd. 64. 
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Tabelle I. 


Selbstverdauung von Pepsin und Trypsin, Pepsinverdauung von Trypsin 


und Trypsinverdauung von Pepsin. 























> - Formoltitrierung in Re iaiccall Am- 

wurden verbraucht x ccm |parer NIN in % 
‘/o-n-NaOH; x = in Jo des} des |(4 + K) 

1. 2. | 3 4. K | otal-N I otal-N 
Pepsin (Parke Davis & Co,). . .] 2,73, 3,90, 8,32 9,10, 0,26] 24,8 $4 18 89 
Nach 32tiigiger Selbstverdauung . | 4,03 5,47 13,25 13,54 0,14] 37,5 4,6 |1—3,0 
32. »  Trypsinverdauung }3,38 5,25 12,13 12.50 0,13] 34,6 oo 1 — 3,7 
Trypsin (Pankreatin, Rhenania) . | 3,60 5,22 | 9,72,10,26 O18} 28,2 19 ;1—28 
Nach 33 tagiger Selbstverdauung - |3,96 6,66 20,34 21,06 0.18] 58,5 52 |1—53 
> HL »  Pepsinverdauung. | 4,25 7,80 13,20 13,95 0,15] 38,6 51 J1—26 


Albumosen) sich bei «Selbstverdauung» in recht hohem Grade 
abbaut. Die Ammoniakbildung steigt von 2,1°/o auf 4,6°/o des 
Totalstickstoffs; diese Steigerung ist etwas kleiner als die bei 
Pepsinverdauung von Proteinen gewohnlich vorkommende. Bei 
Behandlung des Pepsins in neutraler Fliissigkeit mit Trypsin 
erhalt man einen Abbau iihnlicher Art, wie der bei Selbstver- 
dauung des Trypsins stattfindende (bemerke namentlich die 
letzte _Kolonne 1—(4= K)). 

Was das Trypsin betrifft, so enthilt das Priparat 
selbst 28,2°/o formoltitrierbaren Stickstoff, einschlieBlich 1,9°/o 
Ammoniakstickstoff. Bei 33 tiégigem Stehen im Thermostaten 
bei 37° steigert sich die Menge des formoltitrierbaren Stick- 
stolfs auf 58,5°/o (wovon 5,2°/o Ammoniak-N). Die Wirkung ist 
also sehr intensiv und erinnert an die Spaltung von Hiihner- 
eiweiB durch Trypsin. Wird das Trypsin mit Pepsin-HCl be- 
handelt, erhélt man eine Spaltung, deren Art durchaus an die 
Selbstverdauung des Pepsins erinnert. 

Auf das Verhiltnis zwischen dem 1. und 4. Stadium werden 
wir spiter zuriickkommen. 
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Betrachten wir zuerst den Grad des Abbaus, so erhilt 
man am leichtesten einen Uberblick dariiber durch folgenden 
Auszug aus den Tabellen. 











a 7 een - —_ seemed 


Das angewandte Dauer des Versuches Formoltitrierbarer N 





Protein in Tagen | in lo des Total-N 
Hithnereiweif. . . | 107 | 31.9 
COMOUR b ~ w % a 108 | 37,2 
Mageres Rindfleisch 107 384 
Edestin ..... 108 | 34.2 
GHOGM. 4 ee es oe | 43 | 33.3 
Gelatine ..... | 108 | 29,4 
Witte-Pepton .. | 112 | 36,7 


Wie man sieht, ist der Abbau am gréften beim Rind- 
fleisch, indem man hier nach 107 Tagen 38,4°/o formol- 
titrierbaren Stickstoffs erreicht hat; eine fast ebenso weitgehende 
Spaltung wurde in ungefahr derselben Zeit bei folgenden Stoffen 
erreicht: Casein (37,2°/o), Witte-Pepton (36,7°/o), Hiihner- 
eiweiB (31,9°/o) und Edestin (34,2°%/o), wahrend die Celatine 
mit 29,4°/o am niedrigsten steht. Fiir das Gliadin wurde die 
Verdauung nur 43 Tage lang untersucht. Die Spaltung er- 
reichte hier doch 33,3°/0; die Bedeutung davon ist aber weniger 
leicht iibersehbar wegen der ungemein grofen Ammoniak- 
abspaltung wihrend der Verdauung. 

Betrachtet man den Verlauf der Hydrolyse niiher, so 
scheint die Pepsinwirkung selbst nach einiger Zeit sehr stark 
abzunehmen oder vielleicht ganz aufzuh6ren, und die darauf- 
folgende, langsam, aber kontinuierlich fortschreitende Hydrolyse 
beruht also (siche die spiiteren Versuche mit Siéurewirkung auf 
die Proteine) ausschlieBlich auf der Einwirkung der vorhandenen 
Salzsiiure. Wird darauf neues Pepsin zugesetzt, verliuft die 
Spaltung wieder schneller, um danach wieder abzunehmen, 
bis neue Fermentlésung zugesetzt wird. Es ist somit nicht 
unangemessen, anzunehmen, dafi man bei viel hiufigerem Zu- 
satz von frischem Pepsin, als in unseren Versuchen, imstande 
wiire — im Laufe der obengenannten Zeit von ca. 107 Tagen — 
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die Hydrolyse betrachtlich weiter zu bringen, als wir in unseren 
Versuchen. Indessen wird es immer bei sehr langwierigen 
Versuchen mit Pepsinsalzsiure schwer sein, zu entscheiden, 
wieviel von der Spaltung der Pepsinwirkung und _ wieviel 
der Siurewirkung zuzuschreiben ist. Wenn man durch jahre- 
lange Einwirkung von Pepsinsalzsiiure (oder Pepsinschwefel- 
siiure) eine Abspaltung freier Aminosiiuren!) in grOheren Mengen 
erzielt hat, so darf man annehmen, dafi man hier mit einer 
Siiurewirkung zu schaffen hat, und dafi das Pepsin in der 
Beziehung keine Rolle spielt. 

Wie erwiihnt, ist der Abbau bei den verschiedenen Pro- 
teinen durch die Pepsinsalzsiiurewirkung nach ca. 107 Tagen 
so weit vorgeschritten, daB ca. 35°/o des Totalstickstoffs for- 
moltitriert werden kénnen. Dieses Verhiiltnis gibt uns indessen 
keinen AufschluB tber die Art der hydrolytischen Spaltung, 
und namentlich labt sich nicht entscheiden, ob durch die Pepsin- 
wirkung eine Abspaltung freier Aminosiiuren stattfindet. Um zu 
untersuchen, ob das Pepsin imstande ist, eine solche Abspaltung 
zu erzeugen, fiillten wir eine Lésung von Pepsin-H,SO,-ver- 
dautem Witte-Pepton, die 25°/o formoltitrierbaren Stickstoffs 
enthielt, mit Phosphorwolframsiure. 

800 ccm der Lésung mit einem Totalstickstoffgehalt von 
2,192 g wurden in 3°/oiger schwefelsaurer LOsung mit Phos- 
phorwolframsiure gefillt. Das Filtrat der Fiéllung wurde nach 
Entfernung des Uberschusses an Phosphorwolframsiiure und 
Schwefelsiure bis zu 100 ecem eingediimpft: 5 ccm davon ent- 
hielten 15,1 mg N; im Filtrat der Phosphorwolframsiurefallung 
fanden sich somit nur 13,8°/o des Totalstickstoffs. Im Rest des 
Filtrats wurde nun Formoltitrierung vorgenommen, teils sogleich, 
teils nach totalem Abbau im Autoklaven mit 3 n-HCI (1!/2 Stunden 
bei 150°) und darauffolgender Entfairbung mit AgNO,.?) Die 
nach vorhergehender Lackmusneutralisation in Stadien ange- 


') L. Langstein. Zur Kenntnis der Endprodukte der peptischen 
Verdauung, Hofmeisters Beitraige, Bd. 1 u. 2. 

2) S. Pp. L. Sérensen und H. Jessen-Hansen, Uber die Aus- 
fiihrung der Formoltitrierung in stark farbigen Fliissigkeiten, Biochem. Zeit- 


schrift, Bd. 7. 
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stellte Formoltitrierung fand in einer 25 cem des eingedampften 
Filtrats entsprechenden Menge statt. Das Resultat war: 


i. 2. J ‘. 
Vor der Spaltung: 44 —§5 — 10,2 — 10,5 | 
Nach totaler Spaltung St a fh 4: 
im Autoklaven: 2,0 — 3,6 — 17,1 — 17,9 | 


Da der Totalstickstoff in 25 eem 75,5 mg betrug, fanden 
sich also vor der Spaltung 58,6°/o formoltitrierbaren Stickstoffs 
und nach totaler Spaltung 66°/o (wovon 7,2°/o Ammoniakstick- 
stoff). Aus diesen Zahlen wird hervorgehen, dali das Filtrat 
eine bedeutende Menge «peptidgebundenen» Stickstoffs ent- 
hielt, weshalb es nicht lauter freie Aminoséuren enthalten haben 
kann. Es zeigte sich jedoch, daB die Fliissigkeit freies ‘Trypto- 
phan enthielt, indem man durch Bromwasser eine sehr starke 
Reaktion erhielt, weshalb man zu dem Schlusse berechtigt sein 
mu, dab diese Aminoséure durch Einwirkung von Pepsinsiiure 
von Proteinen abgespaltet werden kann. Ob auber Tryptophan 
andere freie Aminosiuren durch die Einwirkung des Pepsins 
abgespaltet werden, haben wir nicht untersucht, aber die ge- 
ringe Menge Stickstoff im Filtrat der Phosphorwolframsiiure- 
fillung deutet darauf, dafB die Menge solcher freien Siiuren 


jedenfalls sehr gering sein mubB. 


Wir werden hier die friiheren Untersuchungen tiber die 
Pepsinverdauung keiner niiheren Besprechung unterziehen, 
sondern nur auf Zunz’s!) Untersuchungen aufmerksam machen, 
die dargetan haben, daf sich bei der Pepsinverdauung bereits 
im Laufe verhiltnismiifig kurzer Zeit bis 60°/o Stickstoff ab- 
spalten in einer Form, die keine Biuretreaktion gibt. Was die 
Abspaltung von Aminosiuren —- darunter auch die divergierenden 
Angaben tiber die Abspaltung von Tryptophan — betrifft, ver- 
weisen wir auf Arbeiten von Pfaundler,?) Salaskin,?*) 
D. Lawrow*) und Malfatti.) 

. !) E. Zunz, Diese Zeitschrift. Bd. 28, und Hofmeisters Bei- 
trige, Bd. 2. 

*) M. Pfaundler, Diese Zeitschrift, Bd. 30. 

°) S. Salaskin, Diese Zeitschrift, Bd. 32. 

4) D. Lawrow., Diese Zeitschrift, Bd. 35. 

5) Malfatti, Diese Zeitschrift, Bd. 51. 
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Ein Verfahren, das, wie es sich zeigt, wertvolle Aufschliisse 
iiber die Art der hydrolytischen Spaltung gibt, ist die oben 
erwiihnte Formoltitrierung in 4 Stadien. Werden 20 ccm einer 
Losung von " 10-Glycin!') titriert, findet man, dafi eine lackmus- 
neutrale, Phenolphthalein enthaltende L6sung durch Zusatz von 
0,2 com "/5-NaOH-Losung schwach rot, bei 0,9 ecm stark rot 
wird. Wird danach neutrale Formoll6sung zugesetzt, mub man 
9.88 ccm zusetzen, um die stark rote Farbe der Kontroilésung 
zu erreichen. Benutzt man dagegen statt der Glycinlésung 
20 com ™ 20-Lésung von Glyeylglycin, stellt sich die Sache ganz 
anders, indem zum 1. Stadium der Titrierung 2,25 cem ", 5-NaOH, 
zum 2. Stadium 4,0 cem und schlieBlich zum 4. Stadium 4,9 cem 
verbraucht werden. Berechnen wir nun das Verhiiltnis zwischen 
dem 1. und dem 4, Stadium (das in den Tabellen als 1—(4 + K) 
hezeichnete), so ist dies fiir das Giycin = 1—48,9, fiir das 
Glycylglycin aber 1—2,1. Das Glycin und das Glycylglycin 
weisen also in dieser Beziehung einen sehr groben Unterschied 
auf. Wie sich andere Di- oder Polypeptide bei Formoltitrierung 
in Stadien verhalten, hatten wir keine Gelegenheit zu unter- 
suchen; vieles deutet aber darauf hin, dal} diese Verbindungen 
sich in allem Wesentlichen wie Glycylglycin verhalten. Was 
andere Aminosiiuren als das Glycin betrifft, haben wir einige 
Titricrungen unternommen, deren Ergebnisse in Tabelle IX an- 
geftihrt sind. 

Aus den Versuchsresultaten der Tabelle IX, die durch 
Formoltitrierung lJackmusneutralisierter LOsungen der ange- 
fiihrten Aminosiiuren gewonnen wurden, wird erhellen, dah 
das 1. Stadium der Formoltitrierung, was das Arginin, Lysin, 
Tryptophan und Cystin betrifft, verhaltnismabig grofer ist als 
das des Glycins, aber doch bei weitem nicht so grof wie das 
des Glycylglyeins: das Verhiiltnis 1—(4-+-K) schwankte bei 
den angefiihrten Aminosiiuren von 1—6,8 bis 1—11,5. Das 
Leucin iihnelt ganz dem Glycin. Was die Aminodicarbonsauren 
betrifft, so sieht man, daf} das 1. Stadium hier sehr kurz, gar 
kiirzer ist als beim Glycin, indem das Verhiiltnis 1—(4 ~ K) 


Siehe V. Henriques und S. P. L. Sérensen, a. a. O. 
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Tabelle IX. 
Formoltitrierung in 4 Stadien von einigen Aminosiiuren in 
lackmusneutraler Loésung. 





























Formoltitrierung in Formol- 
Total-N t Stadien: Verbrauchte litrier- ‘=. 
Anzahl ecm ‘'/s-n-NaOl barer N a 
; In des} (4—k) 
inmg| 1. | 2. | 3 | 4 K | fotal-N 
Arginin. .. . LOO 121 | 2,11; 811 | 837 | 0,15 23.0 Jil— 68 
ii. * eles 100 3,00 | 4,35 33,00 34,50 9 0,25 999 TL— 11.5 
H{istidinchlorid ') LOO 8,97 10,35, 13,11 | 17,02 | 0.23 5d0.8 Ji— 19 
stidin?) . . . 100 | 6.9% | 818 11,42 15,68 0,22 438 |1— 22 
Asparaginsaure. 100 0.21 1.22, 30.75 | 34.03 | 0.41 G44 1 162 
Glutaminsdure . 100 | OA8 | 2,00 31,67 34,94 0.36 96.8 T1—19% 
Leucin 2 es. 100 | 0.538 1,40 32,90 | 34,30) 0.35 V1 71 64.7 
vptophan . . 100 186 2,79 14,26 15,69 O31 43.1 J1— 83 
Cyst 2a a % 10 | 033s) 1,11) 2,775) 2,886; O11] 77,7 |1 8,7 


hier fiir Asparaginsiiure 1—162 und fiir Glutaminsiiure 1—-194 
betrug. Ein merkwiirdiges Verhiiltnis offenbart das Histidin, 
indem 1—(4 + K) hier 1—1,9 betriigt; das 1. Stadium ist hier 
also liinger als beim Glycylglycin. Durchsieht man ferner die 
verschiedenen Stadien beim Histidin, so entdeckt man das merk- 
wiirdige Verhaltnis, da, wiihrend der Abstand zwischen dem 
1. und 2. Stadium (d. h. zwischen schwach und stark roter 
Farbe vor dem Formolzusatz) kurz ist, der Abstand zwischen 
dem 3. und 4. Stadium (d. h. zwischen schwach und stark roter 
Farbe nach dem Formolzusatz) 2—3mal so grof ist. Es wird 
sich indessen zeigen, dah das 1. Stadium der Formoltitrierung 
bei den freien Aminosiuren durchgehends kurz ist. 

Als Resultat des hier Angefiihrten kénnen wir also fest- 
stellen, daf in allen den Fiillen, wo sich bei Hydrolyse eines 
Proteinstoffes eine grofe Menge freier Aminosiiuren bildet, das 
Verhaltnis zwischen dem 1. und 4. Stadium weit sein wird, 
withrend das Verhiltnis eng sein wird, wenn sich bei der Hydro- 


1) Lackmusneutralisation schwierig. 
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lyse keine freien Aminosiiuren, dagegen mehr oder weniger 
kompliziert gebaute Polypeptide (oder nur Dipeptide) bilden. 

Betrachten wir, eingedenk dieses Verhiéltnisses, die Ko- 
lonne 1—(4- K) der oben mitgeteilten Versuche tiber die Pepsin- 
wirkung, so sehen wir, dab sich das gesamte Verhiiltnis in fast 
allen Versuchen nur wenig iindert, allmihlich wie die Verdauung 
fortschreitet: jedoch ist das Resultat nicht ganz das gleiche 
bei allen untersuchten Proteinen. Beim Witte-Pepton war 
das Verhiiltnis 1—(4-~- K) zu Anfang des Versuches 1—2,0 
(einem Gehalt von 15°/o formoltitrierbarem N entsprechend); 
nach nur 4 Tagen betriigt das Verhiltnis 1—2,4; nach 19 Tagen 
1—2,.8, worum das Verhiiltnis nun ohne nennenswerte Ab- 
iinderung schwankt, trotzdem die Hydrolyse noch immer fort- 
schreitet (was aus den Zahlen der Menge von formoltitrierbarem 
N deutlich hervorgeht). 

Kine iihnliche, nur wenig fortschreitende Abiinderung des 
Verhiiltnisses 1—(4-— K) findet man auch bei den Versuchen 
mit Gelatine, Edestin, Kindfleisch und Casein. Beim Gliadin 
ist die Abweichung gréfer, indem das Verhiiltnis 1—(4 + K) 
nach 1tigiger Verdauung 1—2,3 betragt (mit 9,9°/o formol- 
titrierbarem N), und nach 43 Tagen 1—4,1 erreicht hat (mit 
33,3°/o formoltitrierbarem N); da indessen hier auferordentlich 
viel Ammoniak abgespaltet wird (iiber die Hiilfte des formol- 
titrierbaren N ist als Ammoniak abgespaltet), und da das Ver- 
hiiltnis 1—(4 : K) bei Ammoniak weit!) ist, l46t das Gliadin 
sich nicht direkt mit den tibrigen Proteinen vergleichen. 

Kigentiimlich ist, daf die Verdauung des Hiihnereiweibes 
von der der tibrigen untersuchten Proteine abweicht, wenn 
die Abweichung auch nicht besonders grof ist. Betrachten 
wir das Verhiiltnis 1—(4- K) beim Hiihnereiweih, so sehen 
wir, dafi dies sich nach wenig Tagen auf eine Groéfe einstellt, 
die zwischen 1—2,2 und 1—2,4 schwankt, und daf dieses 
Verhiiltnis unveriindert bleibt, trotzdem die Hydrolyse in stetem 
Fortschritt ist (formoltitrierbarer N steigt von ca. 14°/o auf 


ca. 32/0). 


') V. Henriques und 3. P. L. Sérensen, a. a. O. 
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Wir sehen also, dafi das Verhiiltnis 1—(4 + K) sich bei 
Pepsinverdauung verschiedener Proteine nach wenig Tagen 
auf eine zwischen 1—2.,0 und 1—-3,0 liegende Grobe einstellt 
(mit Ausnahme des Gliadins!)). Wenn wir uns nun erinnern, 
daB das genannte Verhaltnis beim Glycin 1—48,9 und dab 
dasselbe Verhiiltnis bei anderen Aminosiiuren (mit Ausnahme 
des Histidins) gleichfalls sehr weit ist, wiihrend es bei Glycyl- 
glycin sehr eng ist, namlich 1—2,1, so scheint es berechtigt, 
aus den bei der Pepsinverdauung gefundenen Zahlen zu schliefen, 
daf die spaltende Wirkung des Pepsins auf keiner nennens- 
werten Abspaltung von Aminosiuren beruhen kann, sondern 
auf einer Spaltung beruhen mu6, bei der sich bestiindig — sogar 
bei stark vorgeschrittener Verdauung — Di- oder Polypeptide 
bilden. Wie wir unten eingehender besprechen werden, stellt 
das Verhaltnis sich ganz anders, wenn von der Einwirkung des 
Trypsins auf Proteine die Rede ist. 

Was die Ammoniakbildung bei der Pepsinverdauung 
hetrifft, so wird aus den Tabellen erhellen, dafi die Ammoniak- 
menge bestiindig zunimmt, allmihlich wie der Abbau fort- 
schreitet. Ferner sieht man, dali die verschiedenen Proteine 
sehr variierende Mengen Ammoniak abspalten, was aus unten- 
stehender Ubersicht iiber die Ammoniakmenge (Ammoniak-N 
in Prozent des Total-N) bei den untersuchten Proteinen zu 
Ende der Verdauung deutlich hervorgeht. Diese dauerte bei den 
meisten Stoffen 104 Tage; das Witte-Pepton wurde 112 Tage, 
das Gliadin nur 43 Tage verdaut. 


Hiihnereiweili = 5,4°/o; Gliadin == 20,0°%/e:; 
Casein = 9,0°/o; Gelatine = 1,8%,o; 
Edestin = 8,7°/o; Witte-Pepton 6.0%. 


Wihrend Gelatine nur sehr wenig Ammoniak abspaltet, 
spaltet dahingegen ein Stoff wie das Gliadin grofie Ammoniak- 
mengen ab (iiber ')5 des Gesamtstickstoffs). Bei den tbrigen 
untersuchten Proteinen schwankt die Ammoniakmenge zwischen 
5,4°/o und 9,0°/o des Gesamtstickstoffs. Die Ammoniakbildung 


1) Bei den verschiedenen genuinen Proteinstoffen schwankt das 
Verhaltnis 1—(4—K); siehe V. Henriques und J. K. Gjaldbw«k, Diese 
Zeitschrift, Bd. 71. 
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bei Einwirkung von Pepsin-Salzsaure ist also eine recht be- 
deutende!) und, wie wir spiiter sehen werden, viel grOber als 
bei Einwirkung von Trypsin. 


Versuche iiber die Trypsinverdauung. (Tab. X—XV.) 


Wie aus den Tabellen hervorgeht, wurden bei den Ver- 
suchen iiber die Trypsinverdauung dieselben Proteine benutzt 
wie bei der Pepsinverdauung. Die Dauer der Verdauung betrug 
zwischen 40 und 73 Tagen, und es wurde im Laufe dieser Zeit 
neue Trypsinlédsung zugesetzt, wenn der Prozef} fast ins Stocken 
geraten war: gewOhnlich wurde 2 mal im Laufe jedes Versuches 
Trypsin zugesetzt. 

Die Grobe des Abbaus bei Trypsineinwirkung ergibt 
sich als héchst verschieden bei den verschiedenen Proteinen. 
Kine direkte Vergleichung abt sich wohl kaum anstellen, da 
die Dauer der Versuche nicht tiberall die gleiche ist: wie aus 
untenstehender Ubersicht iiber die gewonnenen Resultate er- 
sichtlich ist, machten sich grofbe Unterschiede geltend. Die 
Ubersicht enthiilt vergleichshalber die Menge von formoltitrier- 
barem Stickstoff, der sich bei der Pepsinverdauung sowie bei 
Totalspaltung der Proteine bei Erwiirmung mit 3 n-HCl im 
Autoklaven 11/2 Stunden auf 150° bildet. 




















Der er Die Dauer | Formoltitrierbarer N in °/o des Total-N bei 
er untersuchte | dep l'rypsin- ee a adaatenanati nica anemia aaa 
Proteinstoff verdauung Trypsin- Pepsin- Total- 

Cc » . rn 
in Tagen verdauung verdauung | spaltung 
Hiihnereiweih . 73 60,2 | 31,9 83,6 
Caseim «.«+. 73 42,5 37,2 83,4 
Edestin. ... ao) 45,4 34,2 70,9 
Gliadin .... 455 3D,) 33,3 | 79,1 
(Gielatine. ... 71 25,0 | 29,4 86,3 
Witte-Pepton . (a 43,1 36 77,9) 








') Vel. E. Zunz, Weitere Untersuchungen iiber den Verlauf der 
peptischen Eiweifspaltung, Hofmeisters Beitrage, Bd. 2. 
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Eine Vergleichung der Zahlen obenstehender Ubersicht?) 
bestitigt das wohlbekannte Verhalten, dai die ‘Trypsinver- 
dauung eine stiirkere Spaltung der Proteine bewirkt als die 
Pepsinverdauung. Jedoch ist der Unterschied, wenn man vom 
Hiihnereiweil} absieht, nicht besonders grof, und bei der Gelatine 
und dem Gliadin ist sozusagen kein Unterschied zu verspiiren. 
Bei dem Hiihnereiweif ist, wie man sieht, die Trypsinspaltung 
ungefahr doppelt so grob wie die Pepsinspaltung. Ferner sieht 
man, daf Hiihnereiweifi das Protein ist, das von den unter- 
suchten Proteinen bei der Trypsinverdauung am tiefsten gespalten 
wird. Daf Hiihnereiweilfi so stark gespalten wird, ist u. a. des- 
wegen sonderbar, weil wahrend des ganzen Versuchs nicht 
extra Trypsin zugesetzt wurde, was dagegen bei den tbrigen 
Proteinen geschah. Die Fermentmenge im Versuche mit 
Hiihnereiweifi betrug 1,25°/o des angewendeten Proteins, und 
das zu Anfang des Versuchs zugesetzte Trypsin hat also 
73 Tage gewirkt. 

Hiihnereiweili wird, wie erwiihnt, stirker gespalten als so- 
wohl Casein wie Witte-Pepton, was um so sonderbarer ist, als 
wir friiher gefunden haben,*?) dab Hiihnereiwei} bei 12stiindigem 
Kochen mit 20°/oiger Salzsiiure keine vollstandige Spaltung er- 
fiihrt, wahrend sowohl Casein als Witte-Pepton bereits nach 
6stiindigem Kochen mit derselben Saure vollstiindig gespalten ist. 

Vergleichen wir in der obigen Ubersichtstabelle die Zahlen 
des formoltitrierbaren Stickstoffs nach Trypsinverdauung mit den 
entsprechenden Zahlen nach Totalspaltung im Autoklaven mit 
Siiure, so wird man sehen, dai das Trypsin die Proteine nicht, 
einzelne (z. B. Gelatine) sogar bei weitem nicht vollstindig zu 
hydrolysieren vermag. 

Die Formoltitrierung in Stadien, die bei allen Ver- 

') Bei spater angesiellten Versuchen erzielten wir sowohl bei Pepsin- 
verdauung als bei Trypsinverdauung eine ein wenig stirkere Spaltung ; 
wir fiihren an: pepsinverdautes Hiihnereiweif§ 38,0°/o; pepsinverdautes 
Casein 38,5°/o; trypsinverdautes Hiihnereiweifi 68,4° 0; trypsinverdautes 
Casein 60,0°%o; trypsinverdautes Witte-Pepton 52.6%; trypsinverdautes 
Fleisch 66.8 °/o. 

2) V. Henriques und J. K. Gjaldbek, Diese Zeitschrift, Bd. 67. 
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suchen mit Trypsinverdauung unternommen worden ist. liefert 
uns, wie oben erwiihnt, wichtige Aufschliisse iiber die Art des 
Abbaus und zeigt uns, daB dieser bei der Trvpsinverdauung von 
dem bei der Pepsinverdauung stattfindenden ganz verschieden 
ist. Der Unterschied zwischen den Wirkungsweisen der beiden 
Fermente tritt deutlich hervor, wenn wir das Verhiiltnis be- 
trachten, das sich in den Tabellen in den Kolonnen findet, die 
mit 1—(4+ K) bezeichnet sind; diese Grobe gibt, wie ofters 
erwibnt, das Verhiiltnis an zwischen dem 1. und letzten (4.) 
Stadium -- Kontrolldsung bei der Titrierung. Wihrend wir 
dieses Verhiltnis sich bei der Pepsinverdauung zwar etwas, 
jedoch nicht viel éindern sahen, allmihlich wie die Verdauung 
fortschritt, gewahren wir bei der Trypsinverdauung eine weit 
grobere Abiinderung des Verhiiltnisses, allmiahlich wie die Hydro- 
lyse fortschreitet. Auch hier scheint wiederum das Hihner- 
eiweil} eine Sonderstellung einzunehmen, indem wir bei diesem 
Protein die gréfte Abinderung antreffen. 

Um die Wirkung des Pepsins leichter mit der des Trypsins 
vergleichen zu k6nnen, bringen wir unten einen Auszug der 
angefiihrten Versuchsergebnisse. Selbstredend muf man zu einer 
derartigen Vergleichung die Zahlen bezw. der Pepsinversuche und 
der Trypsinversuche dort aussuchen, wo die Zahlen des formol- 
titrierbaren Stickstoffs anniiherungsweise mdglichst gleich sind. 








Formol- 4 — {|Formol-| 4 — {[Formol- 4 — 
litrier-| . .., purier-| . .., pUMMr|.. .« 
barer N. (* K) Ibarer Ni (4 = K) [barer N. (4 i) 
= : er vw 
Pepsinverdautes | 449 4 99 | 2948 | 1-22 | 319 | 1—23 
Hiithnereiweif ’ ’ 
Trvypsinverdautes . — | icles , : 
y Ps wo | Se | tw 949 | 1—5.7 30.1 |1—6.1 
Hiihnereiwelfs 
Pepsinverdautes ' , vm 
ioe 998 | 1—294 | 24 | 1—96 § 273 | 1~sp 
Trvpsinverdautes P 
Y iat in 22,8 | 2,5 28,3 1— 2,8 36,6 1— 3,6 
shAst 
Pepsinverdautes io , ’ ~~ 
Ede tin 13.5 1 Fai 1.9 23.1 1 oo 2] 34.2 | —— 27 
Trvpsinverdautes ; ' i. , id ns P 
YT Rdeatin 1i31)/1—25 | 227 11—32 | 346 | 1—34 
Laes 


























Uber hydrolytische Spaltungen von Proteinen. 


Ot 














— 








Formol- _ Formol- _— Formol- 1 
litrier- ss titrier- |) . | titrier-| |. 
barer N (+ ~+K) [barer N (4 K) Ibarer N (4 ~ KY) 
Pepsinverdautes p — : 
sche — 2 Y 1 t.2 3 | 7 
Gliadin 
Trvpsinverdautes Pare ' 
lryp Inver lautes = 7 30.5 | £5 5 5 {— 58 
Gliadin 
da +] rar ‘ » | 
Pepsinverdaut i839 |1—27 | 229 |1—31 238 | 1—32 
Gelatine 
| 
Trvpsinverdaute | , — atin : ~ 
[ryp - 7“ [8.9 1 — 3.6 23,2 1— 36 250) | bo 
Gelatine 
Pepsinverdautes | A ay 
. —_ — — Ob, —_ ) 
\\ itte-Pepton ' 
Trypsinverdautes 307 4 0) 
ni — . IOs — 
Wilte-Pepton 








Aus den hier ausgezogenen Zahlen wird man sehen, dah 
das Verhaltnis 1 — (4% + K) verschieden ist, je nachdem wir mit 
einer Pepsin- oder einer Trypsinverdauung zu tun haben, wenn 
auch die Menge formoltitrierbaren Stickstoffs die gleiche Ist. 
Wir sehen, dafi der Unterschied iiberall dadurch hervortritt, dal 
das 1. Stadium bei der Pepsinverdauung grofer ist als 
das 1. Stadium bei der Trypsinverdauung (das Verhiltnis 
1 — (4+ K) ist in ersterem Falle enger als in letzterem). Der 
Unterschied ist indessen nicht derselbe bei allen untersuchten 
Proteinen;: beim Witte-Pepton ist er verhaltnismiibig gering, 
beim Hitihnereiweifi hingegen sehr groh. Inwiefern dieser Unter- 
schied zwischen einem peptischen und tryptischen Spaltungs- 
produkt etwas mit dem Vorhandensein des Ammoniaks zu tun 
hat, haben wir untersucht, indem wir nach Entfernung des 
Ammoniaks durch Abdestillation im Vakuum Formoltitrierungen 
in Stadien unternahmen; die Entfernung von Ammoniak ergab 
indessen keine wahrnehmbare Abiinderung des Verhiiltnisses 
1—(4+K). Es bestand auch an und fiir sich kein Grund 
anzunehmen, dafs ein Vorhandensein von Ammoniak imstande 
sei, den angetroffenen sonderbaren Unterschied des Verhiilt- 
nisses 1— (4+ K) bei der Pepsinverdauung und der Trypsin- 
verdauung zu erzeugen; denn bei der Pepsinverdauung ist die 
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Ammoniakmenge grdfer, aber Ammoniak wird bei Formol- 
titrierung in Stadien ein sehr kleines 1. Stadium aufweisen, 
also ein weites Verhiltnis zwischen dem 1. und 4. Stadium, 
und gerade das Umgekehrte finden wir bei der Pepsinverdauung. 

Aus dem hier Angefiihrten diirfte man berechtigt sein 
zu schliefen, daB die Art der Spaltung verschieden ist, je nach- 
dem wir Pepsin oder Trypsin anwenden, wenn auch der Grad 
der Spaltung derselbe ist; wir diirfen ferner aus den gefundenen 
Zahlen (namentlich des Verhiltnisses 1— (4 ~K)) schliefen, 
dafi das Pepsin eine grobe Menge Peptide und sehr wenig 
freie Aminosduren bildet, wiihrend das Trypsin auber Peptiden 
eine verhiiltnismiibig groBe Menge freier Aminosiiuren abspaltet 
— auch von Anfang der Verdauung an — grof genug, um eine 
bedeutende Verschiebung des Verhaltnisses 1—(4-+K) zu 
erzeugen. 

Jetrachten wir das Verhiiltnis 1— (4 --K) zu Ende der 
Versuche mit Trypsin, so sehen wir aus der Grdfe dieses Ver- 
hiiltnisses, dali in den Verdauungsfltissigkeiten eine sehr groBbe 
Menge freier Aminosiiuren vorhanden sein mu. Hier ist wiederum 
die Abiinderung am grofSten beim Hiihnereiweif, indem wir zu- 
letzt ein Verhiiltnis = 1—10,5 haben. Edestin und Gliadin weisen 
ein Verhiiltnis = 1—5,8 auf, obgleich die Spaltung nicht be- 
sonders intensiv ist (formoltitrierbarer N bezw. 45,4 und 35,5). 
Danach kommt Gelatine mit 1—4,5 (formoltitrierbarer N nur 
25°/o), Casein mit 1—4,0 (formoltitrierbarer N 42,5°/o) und 
schlieblich Witte-Pepton mit 1—3,6 (formoltitrierbarer N 
43,1°/o). Der Grund dazu, daf das Verhiltnis 1— (4+ K) 
beim Witte-Pepton nicht weiter gelangte, ist — wie wir unten 
niiher besprechen werden — in dem Umstand zu suchen, dah 
dieser Stoff durch eine Pepsinverdauung hergestellt ist. 

Die Ammoniakabspaltung der Trypsinverdauung ergibt 
sich als héchst verschieden bei den verschiedenen Proteinen. 
Dies geht deutlich aus untenstehender Ubersicht hervor, in der 
die zu Ende der Versuche gefundenen Zahlen der Ammoniak- 
menge (in Prozent des Totalstickstoffs) angefiihrt sind: ver- 
gleichshalber haben wir auch die Ammoniakmenge angefiihrt, 
die sich bei vollstiindigem Abbau der untersuchten Proteine 
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bei 1!/2stiindiger Erwirmung im Autoklaven auf 150° mit 
3 n-HC] bildet. *) 














Ammoniak Ammoniak 
bei der Trypsinverdauung bei totaler Spaltung 
99 %l0 
HiihnereiweifS . .. . 4,6 | 95 
COM 6k kee es 5,1 11,9 
Edestin . .-....-s 7.0 14,0 
Gliadin .......| 12.8 24,8 
GOR. 4 we ews 1,4 3,7 
Witte-Pepton. ... &3 8.9 
Die stirkste Ammoniakbildung finden wir — wie bei 
der Pepsinwirkung beim Gliadin, wiihrend wir aber bei 


den Pepsinversuchen eine 20,9°/o des Totalstickstoffes ent- 
sprechende Ammoniakmenge fanden, finden wir hier nur 12,8° o. 
bei der Pepsinverdauung néherte die abgespaltene Ammoniak- 
menge sich stark derjenigen, die man bei totaler Spaltung er- 
halt (néamlich 24,8); bei der Trypsinverdauung wird dagegen 
nur zirka die Hilfte der Ammoniakmenge abgespalten, die sich 
bei der totalen Spaltung abspaltet. 

Am wenigsten Ammoniak wird von der Gelatine gebildet 
(1,4°/o), wahrend die Menge bei den tibrigen Proteinen zwischen 
3,3°/o und 7,0°/o schwankt. Um die Ammoniakabspaltung bei 
der Trypsinverdauung richtig mit der bei der Pepsinverdauung 
stattfindenden vergleichen zu kénnen, mui man zum Vergleiche 
solche Versuche wihlen, wo die Menge des formoltitrierbaren 
Stickstoffs in beiden Fallen so weit moéglich die gleiche ist. 
Eine solche Auslese ist in untenstehender Zusammenstellung 
geschehen. 

Aus den hier angefiihrten Zahlen geht sehr deutlich hervor, 
daf die Ammoniakabspaltung bei der Pepsineinwirkung 
viel intensiver ist, als beider Trypsineinwirkung, was 
das von uns dureh Formoltitrierung in Stadien gewonnene 
Resultat, dafi die Wirkungsweise des Pepsins in hohem Grade 
von der des Trypsins abweicht, noch bestitigt. 


') V. Henriques und J. K. Gjaldbwek, Diese Zeitschrift, Bd. 67. 
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Formol- Am- Formol- Am- 








hacia moniak -N hana moniak-N 

in °/o des in °o des J in °o des in °/o des 

Total-N  Total-N Total-N Total-N 
Pepsinverdautes Hihnereiweif 14,9 1.) 24,8 2D 
Trypsinverdautes > lio 1,0 24,9 1.4 
Pepsinverdautes Casein... 21.0 3.3 26,5 6,2 
Trypsinverdautes 7 21,2 | 4 26,6 1.7 
Pepsinverdautes Edestin .. 15,9 +0 234 7,2 
Trypsinverdautes . 4 15.8 li 22,7 15 
Pepsinverdautes (iliadin ° — a 29,9 18.5 
Trypsinverdautes a ~_ BOO 6.) 
Pepsinverdautes Witte-Pepton = 28.8 5,2 36,7 6,0 
Trypsinverdautes 28,3 2.0 37,9) 2.4 


Der erwiihnte Unterschied der Ammoniakabspaltung tritt 
iibrigens sehr friih in der Verdauung hervor, beim Casein und 
destin bereits nach 5 Tagen: ja der Unterschied ist im ganzen 
genommen yollig so stark ausgepriigt, wenn die Verdauung 
nicht so weit fortgeschritten ist. 


Versuche mit Pepsinverdauung von Proteinen, die zuvor einer Trypsin- 
verdauung unterworfen waren. 

Oben wurde erwiihnt, dab man bei der Bestimmung des 
Abbaugrades eines Proteinstoffes durch Formoltitrierung in 
Stadien zugleich Aufschlub erhiilt tiber die Art der Spaltung, 
und daly man imstande war, aus diesem Verhiltnis in Ver- 
bindung mit einer Bestimmung der Ammoniakabspaltung nach- 
zuweisen, dafi ein Protein in versehiedener Weise verdaut wird, 
je nachdem es einer Pepsinverdauung oder einer Trypsinver- 
dauung unterworfen wird. Dies heift mit anderen Worten, dah 
der formoltitrierbare Stickstoff, wenn man einen bestimmten 
Spaltungsgrad erreicht hat, nicht in derselben Weise in einem 
peptischen Spaltungsprodukt vorhanden ist, wie in einem tryp- 
tischen. Wie erwiihnt, konnte man durch lange dauernde Pepsin- 
verdauung die Proteine so stark spalten, dah 380—40°/o des 
Stickstoffs formoltitriert werden konnten. Es wiirde danach 
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von Interesse sein, zu sehen, wie sich ein tryptisches Spaltungs- 
produkt eines Spaltungsgrades von 380—-40°, 9 formoltitrierbaren 
Stickstoffs Pepsin-Salzsiiure gegentiber verhaiten wiirde, indem 
ein solches Spaltungsprodukt voraussichtlich Bindungen = ent- 
halten miibte, die das Pepsin zu lésen imstande wiire. Wir 
geben unten in Tabelle XVI das Resultat der Versuche wieder, 
die wir in dieser Bezichung angestellt haben. 

Die Zahlen der Tabelle XVI zeigen, dal} in allen Ver- 
suchen durch die Pepsin-HCl-Einwirkung eine weitere Spaltung 
veschehen ist: wir stellen tibersichtshalber die stattgefundene 
Veriinderung tabellarisch zusammen 








Dauer Spaltungs-  Spaltungs- 


i Zu 
ean des grad vor der grad nach der 
‘ : : : ; nahm 
suchs- y Pepsin-HCl- Pepsin-HCl 
er- |... des 
Der angewendete Stoff Kinwirkung Einwirkung |. 
= nhum- suchs in Of, de in °/, de formot- 
io (es » US » . 
; f | titrier 
ne in ormol- ormol- 
mer _ baren N 


Tagen titrierb, N. titrierbaren N 





Trypsinverdautes Hiil:nereiweif. J 29 51.1 58,0 6.9 
2 29 4h D DO.6 6.1 

Casem. « «a1 @ Dd 324 10,0) 7,0 

i Dd 38.6 tD.6 74) 

5 29) $3.2 6,8 26 

Gelatine ...| 6 | 29 26,2 29,7 3.4 

Witte-Pepton 7 29 46,2 t8.8 2.6 


Wie man sieht, betrug die Vermehrung des formoltitrier- 
baren Stickstoffs von 2.6 bis 7,6°/o der Totalstickstoffmenge. 
betrachtet man dagegen in der Haupttabelle die Weise, in der 
die Vermehrung stattfand, so sieht man, dal die Spaltung in 
Versuch 1 namentlich am ersten Tage stattgefunden hat und 
danach sehr langsam verlief; die Spaltung scheint somit hier 
zweifelsohne eine Pepsinwirkung zu sein. In den iibrigen Ver- 
suchen geschieht dagegen die Vermehrung des formoltitrierbaren 
Stickstoffs langsam und regelmiifig zunehmend, und inwiefern 
die stattgefundene Verianderung hier einer Pepsinwirkung oder 
ausschlieblich einer Siiurewirkung zuzuschreiben ist, laBt sich 
aus den Versuchsresultaten nicht entscheiden; man mu, um 
Kinsicht dariiber zu gewinnen, Kontrollversuche anstellen mit 
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inaktiviertem Pepsin, und das Verhiiltnis bedarf somit einer 
niiheren Untersuchung. Halten wir uns indessen an Versuch 1, 
so liefert derselbe eine weitere Bestatigung des friiher erwahnten 
Verhiltnisses, dab die Pepsin- und die Trvpsinverdauung ver- 
schieden sind. Ein peptisches Spaltungsprodukt eines Spaltungs- 
grades von 31°/o formoltitrierbaren Stickstoffs witirde sich néamlich 
bei Pepsin-Salzsiureeinwirkung im Laufe eines Tages nicht 
anniihernd so stark spalten (siehe in Tabelle II die Geschwin- 
digkeit der Spaltung nach Zusatz von frischem Pepsin). 

Die bei den Versuchen der Tabelle XVI angewendete Pep- 
sinmenge betrug 0,5 g per Liter Fliissigkeit, war also eine so 
veringe, dab die infolge der Selbstverdauung des Pepsins statt- 
findende Vermehrung des formoltitrierbaren Stickstoffs durch- 
wus keine Rolle spielt. 

Das Verhaltnis 1— (4+ K): Dies Verhiltnis weist in 
den meisten Versuchen keine wesentliche Veriinderung auf: im 
ersten Versuche iindert es sich jedoch im Laufe des ersten 
Tages von 1—9).3 in 1—23.8. Das Verhiiltnis wurde hier 
also enger, was eine typische Pepsinwirkung erweist. Die Ver- 
iinderung liébt sich erkliiren, wenn wir, wie friiher erwiihnt, 
annelimen, dal das Trypsin in der Weise wirkt, dah es vom 
eroben Protcinmolekiil Aminosiuren abspaltet und ein grofes 
Molekiil tibrig léBt, soda das Verhiiltnis 1 — (4—~ K) der vor- 
handenen Aminosiiuren wegen weit wird. Wird nun ein solches 
Spaltungsprodukt einer Pepsinverdauung unterworfen, so wird 
der Rest des groben Proteinmolekiils angegriffen und in Poly- 
peptide gespalten; in diesen ist das Verhiiltnis 1 — (4+ kK) sehr 
eng, und es wird imstande sein, die Veriinderung zu bewirken, 
die der Versuch aufweist. Wenn von den Versuchen mit Hiihner- 
elweil} abgesehen wird, so ist die Zunahme des formoltitrier- 
baren Stickstoffs nicht viel gréfer als die des Ammoniaks. 

Die Menge des Ammoniaks nimmt in allen Versuchen 
zu: jedoch findet sich in den Versuchen mit Hiihnereiweif keine 
srofe Zunahme: am grobten ist die Zunahme beim Casein. 

Wird der Prozentsatz des Ammoniaks mit den entspre- 
chenden Zahlen aus den Versuchen mit reiner Pepsinverdauung 
verglichen, wo der Spaltungsgrad derselbe war wie in den 
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Versuchen der Tabelle XVI. so sieht man, dafi die Ammoniak- 
menge in den Versuchen mit reiner Pepsinverdauung am grojiten 
ist. Vergleicht man indessen (fiir einen und denselben Protein- 
stoff) die Ammoniakzahlen nach der Zeit, wo der Stoff der 
Wirkung der Pepsin-Salzsiiure ausgesetzt war, so entsprechen 


sie einander sehr genau. 


Versuche mit Trypsinverdauung peptischer Spaltungsprodukte. 


In den Tabellen XVII—XX geben wir das Resultat einiger 
Versuche tber die Trypsinverdauung peptischer Spaltungspro- 
dukte von Hihnereiweif, Casein, Gelatine und Witte-Pepton 
wieder, 

Diese Versuche zeigen bei einer Vergleichung mit friiher 
angefiihrten Versuchen, was den Spaltungsgrad betrifft, dab 
eine Pepsin- +- Trypsinverdauung eine stirkere Spaltung be- 
wirkt als die Trypsinverdauung allein und ferner eine stiirkere 
Spaltung als eine Trypsin- —- Pepsinverdauung. Der héchste von 
uns erzielie Spaltungsgrad bei Pepsin- —- Trvpsinverdauung be- 
tragt 62,8°/o formoltitrierbaren N, und zwar bei Hiihnereiweif. 

Die Formoltitrierung in Stadien zeigt uns sogleich 
die Trvpsinwirkung, indem das Verhaltnis 1 — (4 : K), allmah- 
lich wie die Verdauung fortschreitet, immer weiter wird. Jedoch 
gibt die vorhergegangene Pepsinverdauung, der der Stoff unter- 
worfen war, sich deutlich zu erkennen, indem das Verhiiltnis 
1 — (4 K) auch nach langwieriger Trypsinwirkung und starker 
Spaltung nicht so weit wird, wie bei der rein tryptischen Ver- 
dauung: die Vergleichung muf wie gewohnlich mit Spaltungs- 
produkten desselben Proteins und bei annaherungsweise gleich 
groBem Gehalt an formoltitrierbarem Stickstoff angestellt werden. 
Wird eine solche Vergleichung angestellt, so wird man, was das 
Hiihnereiweifi betrifit, einen sehr grofen Unterschied zwischen 
einem rein trvptischen und einem peptisch —- tryptischen Spal- 
tungsprodukt des gleichen Spaltungsgrades antreffen: bei cer 
Gelatine ist der Unterschied geringer, aber doch deutlich: beim 
Witte-Pepton und Casein dagegen liegt der geringe Unterschied, 
der wahrgenommen wird, innerhalb des Gebietes des Versuchs- 
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inaktiviertem Pepsin, und das Verhiiltnis bedarf somit einer 
niiheren Untersuchung. Halten wir uns indessen an Versuch 1, 
so liefert derselbe eine weitere Bestétigung des friiher erwahnten 
Verhiltnisses, dab die Pepsin- und die Trvpsinverdauung ver- 
schieden sind. Ein peptisches Spaltungsprodukt eines Spaltungs- 
grades von 51°/o formoltitrierbaren Stickstoffs wiirde sich némlich 
bei Pepsin-Salzsiiureeinwirkung im Laufe eines Tages nicht 
anniihernd so stark spalten (siehe in Tabelle II die Geschwin- 
digkeit der Spaltung nach Zusatz von frischem Pepsin). 

Nie bei den Versuchen der Tabelle XVI angewendete Pep- 
sinmenge betrug 0,5 g per Liter Fliissigkeit, war also eine so 
veringe, dab die infolge der Selbstverdauung des Pepsins statt- 
findende Vermehrung des formoltitrierbaren Stickstoffs durch- 
aus keine Rolle spielt. 

Das Verhiltnis 1— (4+ K): Dies Verhaltnis weist in 
den meisten Versuchen keine wesentliche Veriinderung auf; im 
ersten Versuche iindert es sich jedoch im Laufe des ersten 
Tages von 1—9,3 in 1—23,8. Das Verhiiltnis wurde hier 
also enger, was eine typische Pepsinwirkung erweist. Die Ver- 
iinderung lift sich erkliren, wenn wir, wie friiher erwihnt, 
annehmen, dah das Trypsin in der Weise wirkt, dah es vom 
erohen Proteinmolekiil Aminosiiuren abspaltet und ein grobes 
Molekiil iibrig lébt, soda das Verhiltnis 1— (4 K) der vor- 
handenen Aminosiiuren wegen weit wird. Wird nun ein solches 
Spaltungsprodukt einer Pepsinverdauung unterworfen, so wird 
der Rest des groben Proteinmolekiils angegriffen und in Poly- 
peptide gespalten; in diesen ist das Verhiiltnis 1 — (4+ K) sehr 
eng, und es wird imstande sein, die Veriinderung zu bewirken, 
die der Versuch aufweist. Wenn von den Versuchen mit Hiihner- 
eiweifh abgesehen wird, so ist die Zunahme des formoltitrier- 
haren Stickstoffs nicht viel gréSer als die des Ammoniaks. 

Die Menge des Ammoniaks nimmt in allen Versuchen 
zu: jedoch findet sich in den Versuchen mit Htihnereiweif keine 
erobe Zunahme: am grobten ist die Zunahme beim Casein. 

Wird der Prozentsatz des Ammoniaks mit den entspre- 
chenden Zahlen aus den Versuchen mit reiner Pepsinverdauung 
verglichen, wo der Spaltungsgrad derselbe war wie in den 
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Versuchen der Tabelle XVI, so sieht man, dai die Ammoniak- 
menge in den Versuchen mit reiner Pepsinverdauung am grObten 
ist. Vergleicht man indessen (fiir einen und denselben Protein- 
stoff) die Ammoniakzahlen nach der Zeit, wo der Stoff der 
Wirkung der Pepsin-Salzsaure ausgesetzt war, so entsprechen 


sie einander sehr genau. 


Versuche mit Trypsinverdauung peptischer Spaltungsprodukte. 


In den Tabellen XVII—XX geben wir das Resultat einiger 
Versuche tiber die Trypsinverdauung peptischer Spaltungspro- 
dukte von Hiihnereiweih, Casein, Gelatine und Witte-Pepton 
wieder. 

Diese Versuche zeigen bei einer Vergleichung mit friiher 
angefiihrten Versuchen, was den Spaltungsgrad betrifft, dah 
eine Pepsin- +- Trypsinverdauung eine stirkere Spaltung be- 
wirkt als die Trypsinverdauung allein und ferner eine stiirkere 
Spaltung als eine Trypsin- -!- Pepsinverdauung. Der héchste von 
uns erzielie Spaltungsgrad bei Pepsin- —- Trypsinverdauung be- 
triigt 62,8°/o formoltitrierbaren N, und zwar bei Hihnereiweil. 

Die Formoltitrierung in Stadien zeigt uns sogleich 
die Trypsinwirkung, indem das Verhiltnis 1 — (4 : K), allmah- 
lich wie die Verdauung fortschreitet, immer weiter wird. Jedoch 
gibt die vorhergegangene Pepsinverdauung, der der Stoff unter- 
worfen war, sich deutlich zu erkennen, indem das Verhiiltnis 
1 — (4+ K) auch nach langwieriger Trypsinwirkung und starker 
Spaltung nicht so weit wird, wie bei der rein tryptischen Ver- 
dauung: die Vergleichung muf wie gewohnlich mit Spaltungs- 
produkten desselben Proteins und bei anniherungsweise gleich 
grobem Gehalt an formoltitrierbarem Stickstoff angestellt werden. 
Wird eine solche Vergleichung angestellt, so wird man, was das 
Hiihnereiweifi betrifit, einen sehr groben Unterschied zwischen 
einem rein tryptischen und einem peptisch -1- tryptischen Spal- 
tungsprodukt des gleichen Spaltungsgrades antreffen; bei der 
Gelatine ist der Unterschied geringer, aber doch deutlich; beim 
W itte-Pepton und Casein dagegen liegt der geringe Unterschied, 
der wahrgenommen wird, innerhalb des Gebietes des Versuchs- 
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()¢ pepsinverdautes Casein -}- 0,25 g Pankreatin +- 500 cem H,O 


Tabelle XVIII. 


Trypsinverdauung von pepsinverdautem Casein. 


- 5) ecm 


iO1 


1 n-NaOQH 


























Formoltitrierung in [Popmol-| Am- 
4 Stadien; pro 100 mg N | titrier- Imoniak-N ‘. 
Py wurden verbraucht = [parer NI in %o 
x cem 4/s5-n-NaQOH; x - etiadadl de pes K) 
162.3! 4 | K Jfotal-N] Total-N 
ogleich 10 = "| 4.14.5,42 11,78 1216019] 33,5 7,9 fit—29 
| tigiges Stehen bei 37°. 4,11 6,36 14,96 15,71 0,19 t3.5 ~ {—3.8 
5 > » 37° 4.11 6,36 16,27 16,830.19] 46.6 — fiw £0 
i1 37° 4,11.6,36 16,83. 17,390,197 48,2 8,2 1 — 4.2 
Zusatz 
yon 0,1 g Pankreatin 
10 cem 4/s-n-NaOQH 
[5 tiigiges Stehen bei 37°. 4,497.11 17,57 18,32 0.19] 50,8 [— 4.0 
> 37°. [10 > “"] 3,76 6,20 17,48/18,32 0,19] 50,8 85 «Wt — 49 


com 20°%/oige alkalische Lésung von pepsinverdauter Gelatine -+ 0,25 g Pankreatin 


Tabelle XIX. 
Trypsinverdauung von pepsinverdauter Gelatine. 



































Formoltitrierung in [Pormol-| Am- 
4 Stadien; pro 100 mg N] titrier- moniak-N ' 
Pi wurden verbraucht barer N} in %o | | 
xecm '/s-n-NaOQH; x= fino desl des (Cb ~® 
sogleich « . + «© + « 10% 1,85)2,75 5,44) 5,670,15] 15,0 If L— 30 
| | 
| tiigiges Stehen bei 37°. 2,003,389 7,16 7,550,15] 20,7 is ~a7 
37° 2,23 4,16, 8,24 855015] 23,5 '— 38 
! > a7* 2,38 3,54 924 939015] 25,9 i4 j1—38 
Zusatz ; | 
yon O,1 g Pankreatin | 
10 cem 3/5-n-NaOH. | | 
| tagiges Stehen bei 37° 2.30'4,01) 9.70 1016015] 28,0 — ! ‘4 
37°. {10 = 72.60 4,16)10,01 10,470.15] 28,9 14 j1— 40 
27 
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Tabelle XX. 
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Trypsinverdauung von pepsinverdautem Witte-Pepton. 


HOO cem 2° oigealkalische Lésung von pepsinverdautem Witte-Pepton 0,1 g Pankrea 














Formoltitrierung in 
t Stadien; pro 100 mg N 


Formol- 


Am- 








titrier- “ 

Pi wurden verbraucht = [Pparer NJMOM AK. 
x ccm 4/s-n-NaOH; x = in°/odes}in °o desf(4— K 

- 2 n K Total-N}| Total-N 
Sogleich 10 7 3.90 DDD | 1,10 11,55 O15 31,9 4h | : 2.9 
| tagiges Stehen bei 37° D,24 6.98 | +.17 14.48 O15 40,1 — i — 27 
37 5,39 7.29 14,48 15,090.15] 41,8 — {—-28 
11 » 37! 5.09 6,62 14,78 15,240,15] 42,3 — I () 
23 > 37 93 6.47 14,94 15,40 0,15 12,7 _— 1— 3) 

Zusatz von 0,25 ¢g 
Pankreatin 

tl tiigiges Stehen bei 37°. [10 — °°] 4.47 6.47 17,41 18,02 0,15] 50,0 6.6 1— i? 


fehlers. 

















Jeim Witte-Pepton ist dies jedoch leicht zu erkliren, 


indem dieser Stoff selbst ein peptisches Spaltungsprodukt ist. 
Zur Aufkliirung des erwiihnten Unterschiedes zwischen rein 
tryptischen und peptisch -}- tryptischen Spaltungsprodukten von 
Hiihnereiweif und Gelatine extrahieren wir aus den Tabellen 


vergleichshalber folgende Zahlen: 























Spal- oe Spal- { Spal- | - 
fungs- 3 ,, ,lungs-| _ | tungs- : : 
erad (EBS | grad (4K) | orad (4 = BY) 
) | - ~ 
Pepsin- -- trypsin- | gpg | 4 38 _ _ 
verdaute Gelatine 
Pry psinverdaute 250 11—45 -_ a _ _ 
Gelatine 
yy ! = “ - 
nosin-+tryvpsinver- + ‘ ~ . Ae = 
Pep Med 5 sane 50 1[—3.0 421',1—46 60.6  1— d54 
dautes Hiihnereiweif 
Trvpsinverdautes ads es - , ; Ss 
Irypsinverdautes | 359 | 4—71 | 53,9 | 1—9,3 | 60,2 | 1—105 
Hihnere:weils 





Der grobe, sich namentlich beim Hiihnereiweif geltend 
machende Prozentsatz liBt sich — in Ubereinstimmung mit 
dem friiher tiber die Pepsinverdauung und die Trypsinverdauung 
Angetiihrten -— durch die Annahme erkliiren, dafi der peptid- 
gebundene Stickstoff in einem rein tryptischen Spaltungsprodukt 
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in grOBeren Molekiilen vorhanden ist, als in einem peptisch 
-!_ tryptischen Spaltungsprodukt desselben Spaltungsgrades. Als 
Beispiel eines solchen Verhaltnisses fiihren wir an, daf eine 
Mischung gleich vieler Molekiile Glycin und Diglycylglycin die 
gleiche Menge «peptidgebundenen» Stickstoffs enthiilt wie Glyeyl- 
elycin. Was erstere Mischung betrifft, mui man indessen des 
vorhandenen Glycins wegen annehmen, dafi das Verhiiltnis 
{ — (4+ K) weiter ist als beim Glycylglycin. 

Die Ammoniakmenge hilt sich in diesen Versuchen 
lange Zeit konstant: erst nach lingerer Einwirkung von Trypsin 
auf die pepsinverdauten Proteine wird noch ein wenig Ammoniak 
abgespalten. 

Spaltung mit Sauren und Alkalien. 

Zur Vergleichung mit der Pepsinverdauung und der Tryp- 
sinverdauung, die namentlich beim Hihnereiweil viele eigen- 
tiimliche Verhiltnisse aufwiesen, haben wir einige Spaltungen 
dieses Proteinstoffs mit HCl, H,SO, und NaOH ausgefiihrt; 
das Resultat dieser Versuche ist in den Tabellen XXI-- XXIII 
inkl. veranschaulicht. 

Die Tabelle XXI enthilt unter dem Titel «formoltitrier- 
barer N» die durch die betreffenden Siuren oder NaOH in 
schwiicheren oder stiirkeren Konzentrationen, bei verschie- 
denen Temperaturen und in verschiedenen Zeitriiumen bewirkte 
Spaltung. 

Die Ammoniakbildung ist, wie man sieht, grofer bei 
der Alkalispaltung als bei der Siurespaltung und in beiden 
Fiillen gréBer als bei der Pepsinverdauung; die Vergleichungen 
miissen Spaltungsprodukte ein und desselben Proteins und 
anniiherungsweise des gleichen Spaltungsgrads betreffen. Wir 
entnehmen vergleichshalber der Tabelle folgende Zahlen. 








Formoltitrier- 
barer N 
in °/o in °%o 

des Total-N des Total-N 


Ammoniak-N 





Pepsinverdaules Hiihnereiweifh. . . . . 20.4 3.6 
Hiihnereiweifi; '/2-n-HC], 25 Tage bei 37°. 21,1 dD 
t'so-n-NaOH, 25 Tage bei 37° 21,2 7,0 
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Die grobere Ammoniakmenge in Siiure- und Alkalispaltungs- 
produkten als in peptischen Spaltungsprodukten beruht vermut- 
lich auf einer grOBeren sekundiren Spaltung. Was die Ammoniak- 
spaltung im tbrigen betrifft, so spielt, wie man sieht, die Tem- 
peratur eine gewisse Rolle, sodafi ein bei hOherer Temperatur 
und schwiicherer Alkalikonzentration hergestelltes Spaltungs- 
produkt mehr Ammoniak enthilt als ein entsprechendes Spal- 
tungsprodukt (d. h. des gleichen Spaltungsgrades), das_ bei 
niedrigerer Temperatur und stiirkerer Alkalikonzentration her- 
gestellt ist. Dieser Unterschied der Ammoniakmenge erhellt deut- 
lich aus Tabelle XXII, wenn man Versuch 1 und Versuch 4 ver- 
gleicht. Versuch 1, wo die Spaltung bei 37° mit 1-n-NaOH 
geschah, ergibt bei einem Spaltungsgrad von 22,2°/o formol- 
titrierbaren Stickstoffs 7,4°/o Ammoniak; Versuch 4 dagegen, 
wo die Spaltung mit !/25-n-NaOH bei 150° geschah, ergibt bei 
einem Spaltungsgrad von 20,2°/o formoltitrierbaren Stickstoffs, 
also einem etwas niedrigeren Spaltungsgrad als in Versuch 1, 
eine Ammoniakmenge von 12.0°/o gegen 7,4°/o in Versuch 1. 

Formoltitrierung in Stadien: Zur Vergleichung des 
Verhiiltnisses 1—(4+ K) bei peptischen, tryptischen, Séure- 
und Alkalispaltungsprodukten entnehmen wir den Tabellen unten- 
stehende Zahlen: 














Behandlungs- Spaltungs- ee tae 
c _ i >) 1 —(4- kK 





weise srad 
Peptisches Spaltungsprodukt von) aa ~ 
65 Tage bei 37° 27,3 1— 2.3 


Hiihnereiweifs (Tab. Il) 


Tryptisches Spaltungsprodukt von “WT bei 37° _ _— 
‘ andy dei age bei 24 — 57 
Hiihnereiweifi (Tab. X) “o ‘ , 


Siiurespaltungsprodukt von Hiihner- = 20°yo H,SO, 9 — 
; ame ae oe ea aie — 2,4 
eiwelf (Tab. XXI) 1 Woche bei 37' 
e L/ge-n-N 
Alkalispaltungsprodukt von Hiihner- BT =n > 33 
a ae 25 Tage bei 37° 26,8 — 3.5 
eiweif} (Tab. XX1) 112 » » 75° ; 
149 rh: 


Aus diesen Zahlen wird hervorgehen, da das Verhiltnis 
1 —(4-:-K) das gleiche ist bei der Pepsinverdauung und der 
Siiurespaltung, weshalb wir annehmen miissen, dab diese beiden 
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Spaltungen in einer und derselben Weise verlaufen: man kann 
somit die Pepsinverdauung als eine Siiurespaltung erkliiren, indem 
das Pepsin dann ein Katalysator der schwachen Siiure ware. 

Bei der Alkalispaltung ist, wie man sieht, das Verhiiltnis 
1 — (4 + K) weiter als bei der Pepsinverdauung und der Saure- 
spaltung: jedoch erreicht sie bei weitem nicht die Hohe der 
bei der Trypsinverdauung gefundenen Werte. Indessen liegt 
hier ein Verhiiltnis vor, das nicht ohne Bedeutung ist, niimlich 
die Bildung von Schwefelwasserstoff, die bei Einwirkung von 
Alkalien auf Proteinstoffe stattfindet. Der Schwefelwasserstolt 
weisl niimlich einen verhiltnismibig langen Abstand aufzwischen 
dem Lackmusneutralpunkt und dem Phenolphthaleinneutralpunkt, 
wie aus dem Folgenden hervorgehen wird. 

25 cem einer ca. 1°%/oigen Losung von Schwefelnatrium 
(NB. das Salz war etwas feucht) erforderten zur Neutralisation 

gegeniiber Phenolphthalein 5,0 eem ! 5 n-HCl, 
Lackmuspapier 8,8 » fs 

Es wird danach klar sein, dab man, wenn man eine For- 
moltitrierung in Stadien in einer Fliissigkeit unternimmt, die 
Schwefelwasserstoff enthélt, von einer lackmusneutralen Losung 
ausgehend, einen zu hohen Formoltiter finden wird; ferner wird 
es klar sein, dafi diese Erhdhung sowohl im 1. als im 4. Stadium 
der Titrierung zu sehen sein wird: dies bedeutet, dah man 
das Verhiiltnis 1 — (4 +K) zu eng finden wird. 

Dieses Verhiiltnisses wegen entfernten wir aus einigen 
Alkalispaltungsprodukten den Schwefelwasserstoff durch Ab- 
destillation im Vakuum mit schwacher Schwefelsiure, bevor 
die Formoltitrierung stattfand. Wir geben in der Tabelle XXII 
das Resultat dieser Versuche wieder. 

Wie man sieht, stellt sich das Verhiltnis 1— (4 + K) 
als etwas weiter heraus, wenn der Schwefelwasserstoff entfernt 
wird, allerdings nicht so weit wie bei der Trypsinverdauung. 
Vergleichshalber fiihren wir folgende Zahlen an: 
Trvpsinverdautes Hiihnereiweif, 

30,1°/o formoltitrierbarer N: 1—(4 + K) => 1—6,1, 
Hiihnereiweifs, " 10-NaOH, 11/2 Stunden 
bei 150°; 32.7°/o formoltitrierbarer N: 1 —(4 ~ K) = 1—5),3. 
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Tabelle XXII. 


Spaltung von gedérrtem Hiihnereiweif durch NaOH. 


Vor der Formoltitrierung wurde H,S entfernt. 














Kon- Formoltitrierung in’ |Formol-| Am- 
zen- | Dauer und Temperatur] + Stadien; pro 100 mg N] titrier- Jmoniak-]| 1 — 
tration wurden verbraucht barer N N 
von der Einwirkung x ccm NaOH; x = in®°/odesfin® o des|(4+ -> k 
\aOH - |Total-N]Total-N 
i 2.| @ 1 | K ; 
l-n. 24 Stunden ber 37° [2.913,55 7,75 8,240.32] 22,2 7.4 (1—2.7 
[-n. 48 , 837° 13.15 4.15 9,87 10,060.29} 27,4 80 |Ll—s3.1 
2-n. [L5tiigiges Stehen bei 37° 4,8 7,44 24,72 25,44 0,24) 70.6 120 H—53 
es-n.} L'/e Stunden bei 150°} 1,76 2,22) 7.03 7,40 0,19] 20,2 120 [Ll — 4.1 
-n. | L'/e 150°} 2,21 2.83 11,51 11,86 0,18] 32,7 7,8 JL — 5S 
-n. | 1'/e 150°) 3,42 5,12 16,84 17,32 0.24) 47,8 | 21,0 J1—d.0 

















Da die Ammoniakmenge indessen bedeutend grofer ist in den 
Alkalispaltungsprodukten als in den tryptischen Verdauungs- 
produkten, unternahmen wir noch einige Abspaltungen, bei 
denen wir vor der Formoltitrierung sowohl Schwefelwasser- 
stoff als Ammoniak entfernten; diese Versuche sind in der 
Tabelle XXII angefitihrt. 


Tabelle XXIII. 
Spaltung von gedérrtem Hiihnereiweif durch NaOH. 


H,S und NH, wurden vor der Formoltitrierung entfernt. 

















Nearer — - __— en} 
\aOH- Formoltitrierung in Formol- 
ae Dauer und Temperatur | 4 Stadien; pro 100 mg NJ titrier- | L — 
wurden verbraucht barer N 
ZeN- der EKinwirkung x ecm NaOH; x = in °/o des| (4 —- K) 
tration f - | Total-N 
. 12 | S&S { K , 
I-n. | 7tigiges Stehen bei 37°] 3,11 5.11 12,88 13,54.0,22] 37,3 1 — 4,5 
I-n. [13 > » 37° 2,90 5,51 14,50 15,66 0,29) 45,0 | — 5.3 
‘e-n. | L'/e Stunden » 150°) 3,85 7,35 19,95 22,05 0,35] 60,8 ;. 56 
I-n. J 1'2 » 150° 4,44 8,51 25,16 28,110.87) 77,7 1— 6,3 
2-1 11. 150°) 3.52 7.74 23.34 28.86 0.35} 79,8 _ *. 














Wir entnehmen der Tabelle die 2 ersten Versuche zur 
Vergleichung mit trypsinverdautem Hthnereiweil: 
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Spaltungs- , . p popaltungs- - 
P oF 4 — (4K) | | —(4—K) 
grad grad 
Trvpsinverdautes Hiihner- ‘ae s ‘i 4 
~ eiweif (Tab. X) a ERS snl tonite « 
Alkaligespaltetes Hiihner- ome 4 9 
ade tae bo 37. a 3 - 
eiweifs (Tab. XXIII es | te 30 | 1-53 


Aus den Versuchen der Tabelle XXIII ersieht man, dab 
das Verhiltnis 1 —(4-: K) sich als weiter herausstellt, wenn 
das Ammoniak und der Schwefelwasserstoff entfernt werden, 
als wenn diese beiden Stoffe vorhanden sind (siehe Tabelle XXJ): 
am weitesten ist das Verhiiltnis 1— (4+ K), wenn man nur 
den Schwefelwasserstoff aus dem Spaltungsprodukt entfernt 
siehe Tabelle XXII). 

Aus den angestellten Vergleichen geht hervor, daf sich 
das Verhiiltnis 1—(4-+K) bei der Alkalispaltung als etwas 
enger herausstellt, als bei der Trypsinverdauung. Man kann 
somit diese beiden Spaltungen nicht wie die Sdiurespaltung und 
die Pepsinverdauung zusammenstellen. Moéglich ist es jedoch, 
daB der Unterschied des Verhiiltnisses 1— (4 -- K) bei tryp- 
tischen Spaltungsprodukten und Alkalispaltungsprodukten von 
keiner prinzipiellen Art ist, und dafi der Unterschied vielmehr 
von sekundiren Spaltungen des Alkalis herriihren mag. 








Beitrage zur Kenntnis der Saponine. 
Von 
E. Winterstein und H. Blau. 


Aus dem agrikulturchemischen Laboratorium der Eidgenédssischen Technischen Hoch- 
schule in Ziirich.) 


Der Redaktion zugegangen am 5, Oktober 1911.) 


Die Saponine bilden eine im Pflanzenreich ziemlich weit 
verbreitete Klasse von Verbindungen, die durch besondere Eigen- 
schaften ausgezeichnet sind. Eine eigenartige bis jetzt noch 
nicht mit Sicherheit aufgeklirte physiologische Wirkung besteht 
darin, dali Saponine in sehr stark verdiinnter, wiisseriger bezw. 
physiologischer Kochsalzlosung himolytisch wirken. 

Wir verdanken R. Kobert eine Reihe von vortrefflichen 
Untersuchungen iiber die Giftwirkungen verschiedener Saponine. 
Unter Koberts Leitung sind eine grobe Anzahl von Saponinen 
aus Pflanzen dargestellt und untersucht worden. Beziiglich der 
grofen chemischen und pharmakologischen Literatur verweisen 
wir auf die Dissertation von H. Blau!) und die Arbeiten von 
Rh. Kobert.?) In der erstgenannten Arbeit ist die umfangreiche 
Literatur, wenn nicht ganz vollstaéndig, so doch zum groBbten 
Teil aufgefiihrt. 

Die meisten der bisher untersuchten Saponine konnten 
bis jetzt nur in amorphem Zustand erhalten werden; einige 
wurden in deutlich ausgebildeten Krystallen erhalten. Die meisten 
Saponine sind in Wasser auferordentlich leicht léslich, die 
wiisserigen LOsungen geben beim Schiitteln einen dauernden 
Schaum; daher finden die Saponine schon seit den iltesten 
Zeiten Anwendung zum Waschen und in neuerer Zeit auch bei 


', Beitriige zur Kenntnis der Saponine. Inauguraldissertation. 


Ziirich 1911. 
2) R. Kobert. Die Saponine. Bioch. Handlexikon, Bd. 7, 5. 145. 

















es r . . . , 
Beitrage zur Kenntnis der Saponine. 411 


der Herstellung von schiiumenden Getriinken. In kochendem 
verdiinnten Methyl- und Athylalkohol sind sie ebenfalls léslich, 
unléslich dagegen in Chloroform, Ather, Benzol, Ligroin, Aceton. 

Bei der Spaltung mit Siiuren hefern die Saponine Zucker- 
arten und komplizierte mit dem Namen Sapogenine bezeichnete 
Substanzen. Bei Durchsicht der Literatur fanden wir, dab es 
in den meisten Fiillen nicht gelungen war, die Zuckerarten in 
reinem Zustande zu isolieren, und dafi daher noch manche Un- 
klarheit in bezug auf die Spaltungsprodukte herrscht. 

Unsere Arbeit beschiiftigt sich daher hauptsiichlich mit 
der Untersuchung der durch Mineralsiiuren entstehenden Pro- 
dukte, wobei wir in erster Linie die Zuckerarten beriicksichtigten, 
aber auch auf das daneben entstehende Sapogenin lenkten wir 
unsere Aufmerksamkeit. 

Fiir unsere Versuche verwendeten wir 2 Priparate: das 
eine wurde aus einer Sapindusart, das andere aus Robkastanien 
(Aesculus Hippocastanum) dargestellt. Uber die botanische Be- 
zeichnung der von uns verwendeten, aus Alvgier stammenden 
Seifenniisse macht uns Herr Professor Radlkofer in Miinchen 
folgende Angaben: Die tibersandten Frtichte stammen von einer 
in Algier kultivierten Varietiét des in China und Japan wachsen- 
den Sapindus Mukorossi Gaertn., welche ich als var. carinatus 
bezeichnet habe (Sitzungsber. Kénigl. Bayer. Ak., Bd. 8, 5. 395, 
1878) und welche vielleicht als ein Bastard von Sapindus 
Mukorissi Gaertn. und Sapindus Rarak D.C. anzusehen ist. 
Trabut hat dieselbe als besondere Art aufgefafit und Sapindus 
utilis genannt (Revue hortic., Bd. 67, 5. 305, 1895). 

Wir beniitzten Seifenniisse, weil die Darstellung des Sa- 
ponins aus den Fruchtschalen wegen des grofien Gehalts an 
Saponin relativ leicht durchfiihrbar ist. Da wir fiir unsere 
Untersuchung gréfierer Mengen von Seifenniissen bedurften, 
das Trennen der Fruchtschalen von den Niissen, die Extraktion 
und Reinigung des Saponins mit den in unserem Laboratorium 
zur Verfiigung stehenden Mitteln auferordentlich zeitraubend 
war, so iibernahm es die Firma F. Hoffmann-La Roche «& Cie. 
in Basel, uns grofere Mengen des fiir unsere Untersuchung 
notwendigen Saponins aus Sapindusfriichten darzustellen. Es 
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sel uns gestattet, auch an dieser Stelle der genannten Firma 
unseren ergebensten Dank fiir dieses Entgegenkommen, durch 
welches unsere Untersuchung wesentlich gefordert wurde, aus- 
zusprechen. Die Darstellung geschah ungefiihr nach dem bei 
Robkastanien angegebenen Verfahren. 

Das fiir unsere Untersuchung verwendete Priparat ist ein 
weibes, leicht stiubendes, zum NieBben reizendes Pulver. Der 
Staub greift die Augen und Atmungsorgane stark an. Eine 
vergleichende Untersuchung mit Saponinen anderer Herkunft 
ergab jedoch das beachtenswerte Resultat, dab unser Saponin 
nicht stiirker hiimolytisch wirkt als die Vergleichssaponine, 
auch auf Fische wirkte es nicht giftiger. 

Das Saponin reduziert Permanganat in der Kilte: es ab- 
sorbiert reichlich Brom. Bei 100° briaunt es sich, quillt bei 
hoherer Temperatur auf und zersetzt sich unter Bildung von 
brennenden Gasen, gleichzeitig tritt intensiver Harzgeruch auf. 

Das Priiparat enthielt 5°/o Feuchtigkeit und 2,8°/o Aschen- 
bestandteile. 

Alle Versuche, dieses Saponin in krystallinischen Zustand 
liberzufiihren, fielen bis jetzt negativ aus. Wir haben uns 
wochenlang abgemiiht, durch fraktionierte Fallung der wisse- 
rigen oder alkoholischen Losungen mit Ather, Aceton eine 
Trennung amorpher von krystallinischen Bestandteilen herbei- 
zufiihren, auch in anderer Weise wurde versucht, eine krystalli- 
nische Verbindung zu erhalten. Da das Saponin bei der Spaltung 
mit Siiuren mehrere Zuckerarten liefert, wobei noch das kom- 
plizierte Sapogenin neben anderen Verbindungen gebildet wird, 
so ist es nicht ausgeschlossen, dafi das von uns untersuchte 
Saponin ein Gemenge verwandter Korper ist. Modglicherweise 
liegen die Verhiiltnisse iihnlich wie bei den Eiweifstoffen und 
amorphen Kohlenhydraten der Pflanzen. 

Ks erschien uns angezeigt, auber dem Saponin einer tro- 
pischen Pflanze auch dasjenige einer einheimischen Pflanze 
zu untersuchen. Wir beniitzten hierzu die Samen von Aesculus 
Hippocastanum, weil sie relativ viel Saponin enthalten und weil 
wir beabsiehtigen, Studien tiber die Keimung dieser Samen an- 
zustellen und zu untersuchen, welche Veriinderung das Saponin 
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beim Keimen erleidet. Die Darstellung geschah nach der Methode 
von L. Weil.!) 

6 kg von Schalen befreiter Trockensubstanz wurden zwei- 
mal mit Methylalkohol ausgekocht, die rotbraunen Extrakte 
wurden konzentriert und mit Ather gefiillt, wobei ein hellgelber 
fadenziehender Niederschlag entstand. Erhalten ca. 600° ¢ 
= 10°/o Ausbeute. 

Zur weiteren KReinigung wurde die Masse mit 50°/oigem 
Methylalkohol in ca. 10°/oiger LOsung mit siiurefreiem Blei- 
hydroxyd gekocht. Kochdauer 30 Stunden unter Ofterer Er- 
neuerung des Bleihydroxyds. Dann wurde heili filtriert, mit 
heiBem Wasser gewaschen, mit H,S entbleit und auf !\s des 
Volumens auf dem Wasserbade verdampft. Bei liingerem Stehen 
schieden sich wenige Krystalle aus, diese lésten sich leicht im 
Wasser und gaben nach dem Kochen mit Siuren Reduktion 
der Fehlingschen Losung, waren also vermutlich Rohrzucker- 
krystalle. Der Rest der Fliissigkeit wurde im Vakuum verdunstet. 

Ks hinterblieb ein rotbrauner, amorpher, pulverisierbarer 
Kuchen. In Pulverform war er hellgelb, aiuberst hygroskopisch, 
zu einem hellbraunem Sirup — schon nach wenigen Minuten - 
zerfliejend. Dieser wurde im Exsikkator tiber Phosphorpentoxyd 
aufbewahrt. 

Dieses Saponin besitzt einen siiblich widerlichen Geruch: 
schmeckt stiB, bald jedoch tritt ein herber adstringierender Bel- 
geschmack auf. 

Es ist leicht lislich in Wasser, sowie verdiinntem Methyl- 
und Athylalkohol, gut léslich in Eisessig, etwas ldslich in 
95°/oigem heifem Alkohol, Benzol und Amylalkohol, fast un- 
lésich in Aceton, Chloroform, Ather, Schwefelkohlenstoff, Essig- 
siiuremethylester, volikommen unldslich in absolutem Alkohol 
und Petroléther. Die alkoholische Lésung ist mit Aceton fillbar. 

In Lauge, sowie Ammoniak ist es mit hellgelber Farbe 
leicht léslich. Bei liingerem Kochen tritt intensiver Geruch 
nach kochender Wolle auf. 

Salzsdure, Schwefelsiure, Phosphorsiiure lOsen es voll- 


') Verfahren zur Darstellung von Saponin. D. R. 14+760, KI. 120, 1906. 
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stiindig auf. Liabt man eine solche Losung in mibiger Kon- 
zentration einige Zeit stehen, so erhilt man eine die Fehlingsche 
Losung reduzierende Fliissigkeit, bei liingerem Stehen nimmt 
das Reduktionsvermégen zu, wobei sich allméhlich eine stark 
gliinzende, scheinbar krystallinische Substanz ausscheidet. 

Alle Versuche, dieses Saponin in krystallinischem Zustand 
zu erhalten, waren erfolglos. Féallt man das gereinigte Saponin 
aus alkoholischer Lésung mit Ather fraktionsweise aus, so er- 
hilt man Substanzen, die in ihren Eigenschaften keine Ab- 
weichung zeigen. ‘Trotzdem mochten wir zurzeit noch nicht 
behaupten, dab dieses Saponin eine einheitliche Substanz ist. 

Konzentrierte Salpetersiure lOst es mit gelber Farbe, 
vieft man diese kurze Zeit erwirmte Masse in Wasser, so 
scheidet sich ein in Ather leicht lésliches Produkt aus. Kon- 
zentrierte Schwefelsiiure lost es mit rotvioletter Farbe, die bald 
in eine braune Triibung tibergeht. 

Auffallend ist die leichte Spaltbarkeit des Rofbkastanien- 
saponins im Gegensatz zum Saponin aus Sapindus. Eine wisserige 
Losung dieses Saponins, mit etwas konzentrierter Saéure ver- 
setzl, scheidet alsbald eine amorphe Substanz aus, wobei eine 
reduzierende Lésung entsteht. Auch organische Sauren wie 
Wein-, Citronen-, Essig- und sogar Pikrinsaure bewirken eine 
Spaltung. Liingeres Kochen mit verdiinnten Laugen bewirkt 
keine Spaltung in Zucker und wasserunlosliche Substanz. 

Dieses Saponin reduziert viel schwiacher als das aus 
Seifenniissen dargestellte. Permanganat wird langsamer und 
in geringerer Menge reduziert, Sublimat wird nicht zu Calomel 
reduziert. Dagegen ist die Berlinerblaureaktion mit Ferri- 
cyankalium und Ferrichlorid, sowie die sogenannte Vamva- 
kasche Reaktion (Reduktion von Nesslers Reagens) positiv. 

Das Saponin kann bis 105° ohne Zersetzung getrocknet 
werden, bei héheren Temperaturen bildet es eine pechartige, 
nach Caramel riechende Masse und zersetzt sich zuletzt unter 
Intwicklung eines mit ruBender Flamme brennbaren Gases. 

Dieses Kastaniensaponin besa 2,5°/o Asche und _ trotz 
liingeren Aufbewahrens iiber P,O; noch 6°/o Feuchtigkeit. 
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Einwirkung von Sauren auf die beiden Saponine. 


Kehufs hydrolytischer Spaltung der Saponine wurden die- 
selben bisher in den meisten Fiaillen mit 3—5°/oiger Schwefel- 
siiure gekocht, wobei sich ein unloslicher Kérper ausschied ; 
diese amorphe Ausscheidung wurde von manchen Autoren, ohne 
weitergehende Reinigungsprozeduren, der Analyse unterworfen 
und als ein einheitliches Spaltungsprodukt angesehen. Es ist 
nicht ausgeschlossen, dafi man hierbel aus manchen Saponinen 
tatsichlich ein einheitliches Produkt erhilt, aber bei dem aus 
Sapindus und Aesculus darstellbaren Saponinen trifft dies nicht 
zu. Die ausgeschiedenen Produkte sind ein Gemisch  ver- 
schiedener K6rper. 

Das Rofkastaniensaponin!) ist durch organische Siuren 
(Essigsiiure, Citronensiiure, Weinsiure) leicht spaltbar, schon 
in der Kiilte erhiélt man eine die Fehlingsche Losung reédu- 
zierende Fliissigkeit. In der Wiirme erfolgt nach kurzer Dauer 
der Einwirkung eine amorphe Ausscheidung. Es wurden z. B. 
Saponinldsungen mit 10°/oiger Weinsiiure aut dem Wasserbade 
eine Stunde erwiirmt, wobei sich eine betrichtliche Menge 
von unreinem Sapogenin ausschied, ein Beweis, dali schon eine 
weitgehende Spaltung des Saponins erfolgt war. 

Das Sapindus-Saponin wird durch Essigsiiure unter Bildung 
von Zucker rasch hydrolysiert, ohne daf zunichst eine Aus- 
scheidung von Sapogenin oder unldslichen Zwischenprodukten 
erfolgt. 

5 g Saponin wurden mit 20 ccm Eisessig in 100 cem 
Wasser und 20 Tropfen Phenylhydrazin 11/2 Stunden auf dem 
Wasserbade erwiirmt. Nach 12stiindigem Stehen hatte sich 
eine groBe Menge von nahezu reinem Osazon ausgeschieden, 
dieses wurde durch Absaugen von der Fliissigkeit getrennt in 
verdiinntem Alkohol unter Zusatz von etwas Iyridin_ gelost, 
die Lisung abfiltriert und stehen gelassen. Die ausgeschiedenen 
hellgelben Nadeln schmolzen bei raschem Erhitzen bet 205°. 


') Zu diesen Versuchen kochten wir das Saponin zuvor mit gréferen 
Mengen 98°%o igen Alkohols aus und beniitzten das nach dem Erkalten 


ausgeschiedene Saponin. 
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Die Bildung eines Osazons beim Erhitzen mit Essigsiiure 
und Phenylhydrazin im Wasserbade wurde bei beiden unter- 
suchten Saponinen beobachtet. 

Lost man Saponin in Essigsiureanhydrid oder Eisessig 
und verdiinnt mit Wasser, so erhiilt man eine die Fehlingsche 
Losung reduzierende Fliissigkeit. Daraus folgt, daB auch beim 
-Acetylieren» eine partielle Abspaltung von Zucker erfolgen 
mul, wie aus folgendem Versuch hervorgeht. 

0,3 g Saponin wurden mit 10 ccm Essigsiiureanhydrid tiber- 
gossen und das Gemisch einige Zeit im Wasserbad erwiirmt, 
darauf wurde das Reaktionsgemisch in Wasser gegossen, das 
ausgeschiedene «Acetylprodukt» durch Ausiithern entfernt. Die 
vom Ather getrennte wiisserige Lésung reduziert Fehlingsche 
Losung und gab auch die Pinoffsche Reaktion. Es wurde von 
verschiedener Seite versucht, die Saponine durch «Acetylieren » 
und darauffolgende Verseifung des Acetylproduktes zu reinigen: 
wie aus den beschriebenen Versuchen hervorgeht, wird hierbei 
das aus Sapindus und Rofkastanien darstellbare Saponin nicht 
unwesentlich veriindert. Kobert*) fiihrt an, daB bei der von 
Stiitz vorgeschlagenen Acetylierung und Hegenerierung des 
Saponins eine Substanz erhalten wird, die physiologisch als 
nahezu unwirksam bezeichnet werden mul. Es ist eine weitere 
Aufgabe unserer Untersuchung, festzustellen, ob es sich bei 
diesem Vorgang der Reinigung des Saponins lediglich um eine 
Abspaltung eines Kohlenhydratkomplexes handelt. oder ob 
weitere Veriinderungen des Saponinmolekils hierbei erfolgen. 

Von den anorganischen Siiuren kommen als_ spaltende 
Agenzien Schwefel-, Salz- und Phosphorsiure in Betracht. Am 
energischsten und raschesten spaltet Salzsaure: Erhitzt man 
Saponin mit einem gréBeren UberschuB von 2°/oiger Salz- 
siiure eine Stunde, so hinterbleibt ein amorphes Produkt, 
welches nur noch 8,3°/o Zucker beim Kochen mit  starkerer 
Siiure abspaltet. Bei einem iihnlichen Versuch mit 2°/oiger 
Schwefelsiiure bei 90° resultierte ein noch 32,3°/o Zucker ent- 


haltender Riickstand. 


') Handbueh der biochem. Arbeitsmethoden von Abderhalden, 


Bd. 2, 2. Halfte, S. 979, 


~ 








ee r . . . , ap 
Beitriige zur Kenntnis der Saponine. 417 


Fiir die Hydrolyse verwendeten wir meistens Schwefel- 
siiure, weil diese Siure nach der Salzsiiure die Hydrolyse am 
besten bewerkstelligt und weil sie leicht mit Baryumhydroxyd 
aus dem Reaktionsgemisch entfernt werden kann. Erhitzt man 
Sapindus-Saponin mit 2—5°/oiger Schwefelsiure, so resultiert 
ein unloslicher Riickstand, der bei weiterem Kochen mit 10°/oiger 
Schwefelsiiture noch wechselnde Mengen Zucker bezw. redu- 
zierende Substanz liefert. 

Erhitzt man Rofkastaniensaponin oder Saponin aus Sapin- 
dus mit ganz verdiinnter Schwefelsdéure oder lift man die ge- 
nannten Saponine mit 2°/oiger Schwefelsiiure liingere Zeit in 
der Kiilte stehen, so scheidet sich allmiihlich eine amorphe Ver- 
bindung aus, welche bei der weiteren Spaltung mit kochender 
Siiure Pentosen liefert. H. Blau hat in seiner Dissertation diese 
Substanzen der Abkiirzung halber mit dem Namen Pentosid be- 
zeichnet. Da aber je nach der Starke der Saure und Versuchs- 
anordnung Produkte von etwas abweichendem Verhalten resul- 
tieren, wollen wir diese Substanzen hier vorliuflig als pentose- 
haltige Zwischenprodukte bezeichnen. 

Neben diesen Zwischenprodukten entsteht auch eine kleine 
Menge Harz und Sapogenin. Das Zwischenprodukt gibt beim 
Spalten mit Saéure in der Hitze ein krystallinisches und ein 
amorphes Sapogenin neben Pentosen. 

Man kann die Spaltung durch nachstehendes Schema an- 
deuten: 


Harz krystallisiertes Sapogenin 
Saponin — Zwischenprodukt >amorphes Sapogenin 
‘Ss > 
Glukose Pentosen. 


Folgender Versuch gibt einen Aufschluf tiber die Mengen 
der einzelnen beim Kochen mit 5°/oiger Schwefelsiure gebil- 
deten Produkte. 2,1324 g Saponin = 2,026 g Trockensubstanz 
wurden mit 80 cem 5°/oiger Schwefelsiure 1!/2 Stunden lang 
am RiickfluBkiihler zum Sieden erhitzt. Nach dem Erkalten 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXY. 28 
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wurde vom ausgeschiedenen hellgelben Produkt abfiltriert, dieses 
dreimal mit Wasser ausgekocht, das Waschwasser wurde mit 
dem Filtrat vereinigt. Der unldsliche Riickstand wurde zu- 
niichst im Vakuumexsikkator tiber Schwefelsiiure und dann im 
Trockenschrank bei 98° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 
Ks wurden 0,5042 g = 24,79°/o an «unreinem Sapogenin>» erhalten. 

Die Gesamtmenge der Fliissigkeit betrug 163 ccm; hier- 
von wurden 20 ccm mit Natronlauge neutralisiert und darin der 
Zucker nach Fehling-Allihn bestimmt. Es wurden 0.1554 ¢ 
Zucker berechnet als Dextrose gefunden = 62,51°/o0 vom Saponin. 

Der Rest des Filtrates wurde mit Baryumhydroxyd genau 
neutralisiert, die vom Baryumsulfat getrennte Lésung einge- 
dunstet und die Fliissigkeit sodann mit Bleiessig gefillt; es ent- 
stand ein brauner voluminoser Niederschlag. Das davon getrennte 
Kiltrat wurde mittels Sechwefelwasserstoff vom Blei_ befreit. 
die bleifreie LOsung zum Sirup eingedunstet, der Sirup mit 
95°/oigem Alkohol extrahiert und die alkoholische L6sung mit 
Ather gefiillt, dabei scheidet sich ein gelbgefiirbter Sirup aus, 
welcher nach dem Auswaschen mit Alkoholather die F ehlingsche 
Losung nicht mehr reduziert. Die Menge betrug 0,1746 ¢g = 
9.82°/o. Dieses Produkt gibt noch die Saponinreaktionen, ob 
es sich aber um yollstiindig unveriindertes Saponin handelt, 
haben wir vorliufig nicht untersucht. 

Lift man eine 5—10°/oige Saponinlosung mit verdiinnter 
Schwefelsiiure stehen, so erfolgt, wie oben gesagt wurde, die 
Ausscheidung des «pentosehaltigen Zwischenproduktes» : diese 
Ausscheidung beginnt schon nach einigen Stunden, zuweilen 
in Form glanzender, scheinbar krystallinischer Flocken; erst 
nach wochenlangem Stehen ist die Abscheidung vollendet. Beim 
Hydrolysieren mit 5°/oiger Schwefelsdéure, wobei die Temperatur 
nicht iiber 15° stieg, wurden folgende Ausbeuten an dem 
Zwischenprodukt erhalten : 

nach 10 Tagen 13,15 °/o 
35 15,03 %/o 
7) > 15.26 9/o. 

Folgende Tabelle gibt Aufschluf tiber den Verlauf der 

Hydrolyse beim Erwiirmen mit 2°/oiger Schwefelsiéure ; 
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Daraus ergibt sich folgendes: Beim Erwiarmen mit 2 °/oiger 
Schwefelsiiure auf dem Wasserbade werden etwas mehr als 25 °/o 
einer unlOslichen Substanz erhalten, welche beim Kochen mit 
5°/oiger Schwefelsiiure noch 30,44 °/o Zucker, berechnet als 
Dextrose, abspaltet. Nach weiterem einstiindigem EKrwiirmen 
werden noch 7,16°/o unléslicher Substanz, welche bei weiterer 
Spaltung noch 8,5°/o Zucker liefert, erhalten. Nach dreistiindigem 
Kochen scheiden sich noch weitere 0,3 °/o amorpher Substanz aus. 
Die Gesamtmenge der unléslichen Substanz betriigt somit 32,55 °/o 
des angewendeten Saponins. Nach zweisttindigem Erwiéirmen 
schiiumte die Losung nicht mehr. Die nach zweistiindigem 
Krwiirmen abgespaltene Zuckermenge betrug 49,61 °/0, berechnet 
als Dextrose. 

Kocht man Saponin mit 5°/oiger Schwefelsiiure auf freier 
Klamme, so erhiilt man folgende Ausbeuten an Zucker. Das 
ausgeschiedene, amorphe Produkt ist sodann zuckerfrei. Eine 
3/oige Saponinlisung wurde mit einem groBen Uberschub 
5°/oiger Schwefelsiiure tiber freier Flamme gekocht und in 
einem Teil der Lo6sung der Zuckergehalt bestimmt. Es wurden 
erhalten : 

nach '/2 Stunde 59,95 °/o Zucker (als Dextrose) 
I 60,87 °/o —» 
2 Stunden 58,86 °/o > 


Spaltung der Saponine durch Fermente. 


In seinem Buche «Beitriige zur Kenntnis der Saponin- 
substanzen» sagt Kobert: «dai die Zerlegung von Saponin- 
substanzen durch animalische Enzyme nur in seltenen Fallen 
und auch dann nur spurweise gelingt, Sapogenin konnte nie 
nachgewiesen werden und Zucker nur in geringer Menge. 

Seither fand Gonnermann,!) daf bei Einwirkung von 
Rinder- und Hasenleber Emulsin und Tyrosinase, etwas Zucker, 
ohne Ausscheidung von Sapogenin, abgespalten wird. 


'' M. Gonnermann, Die Wirkung einiger Enzyme und Darm- 
bakterien auf einige Glukoside und Alkaloide. Apothekerzeitung, Bd. 21, 


S. 9761F.. L906. 
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Da bisher kein anderer Versuch bekannt geworden ist, 
unternahmen wir es, diese Spaltung zu studieren. Zu den 
Versuchen wurden Taka Diastase, Diastase und Invertin 
genommen. Um moglichst bakteriellen Einfluj auszuschlieBen, 
wurden siimtliche Gefabe und Apparate sterilisiert, die Saponin- 
l6sung 10 Minuten lang zum lebhaften Sieden erhitzt. 

Zu den Bestimmungen wurden 1°/oige SaponinlOsungen 
mit 0,01 g Ferment versetzt und mit einem sterilisierten Watte- 
bausch verschlossen bei 38°C. stehen gelassen. Nach Verlauf 
von einigen Stunden wurde ein bestimmter Teil der Lésung 
herauspipettiert und auf Zucker nach Allihn-Fehling gepriift. 

Es konnte bei beiden Saponinen abgespaltener Zucker 
nachgewiesen werden. 

Kine in gleicher Weise dargestellte enzymfreie Saponin- 
losung zeigte auch nach 18 Stunden noch keine die Fehlingsche 
Losung reduzierende Fliissigkeit. 

Labt man die sterilisierte Saponinldsung mit der Ferment- 
ldsung liingere Zeit stehen, so scheidet sich allmiihlich eine 
«Fillung» aus. Um einigermafien Aufschlufi tiber die Quan- 
titiiten des dabei gebildeten Zwischenglukosides zu erhalten, 
werden 5 g SaponinlOsung mit 0,1 g Takadiastase bezw. ge- 
wOhnlicher Diastase mehrere Tage bei 37° im Brutschrank 
stehen gelassen, die dabei entstandene Ausscheidung auf ein 
Filter gebracht, so gut wie méglich ausgewaschen, was bei der 
schleimigen Beschalfenheit recht zeitraubend und schwierig Ist. 
Der Filterriickstand wurde in kochendem Alkohol geldst, die 
filtrierte L6sung in Platinschalen eingedunstet und der dabei 
erhaltene bei 105° getrocknete Riickstand gewogen. Die Menge 
des aus Sapindus-Saponin erhaltenen Zwischenglukosides 
schwankte von 1—2°/o, beim Robkastaniensaponin betrug sie 
in einem Falle zirka 7°/o. 

Die bei der Digestion mit Fermenten erhaltene Zucker- 
menge schwankte beim Sapindus-Saponin zwischen Spuren und 
2,5°/o. Beim Rofkastanien-Saponin war sie grofer. Beim Stehen- 
lassen der Saponinlisung mit Fermenten wurde stets eine Triibung 
beobachtet, wie man sie bei Bakterienkulturen sehen kann, 
auferdem trat ein eigenartiger, gewissermafen an Fettsiuren 
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erinnernder Geruch auf, es ist somit auch nicht undenkbar, 
daf durch bakterielle Wirkung eine Bildung von Siiuren hervor- 
gerufen wird, welche dann ihrerseits eine partielle Spaltung 
des Suponins bewirken. Da man die Fermentlésungen nicht 
sterilisieren kann, so liibt sich eine bakterielle Mitwirkung schwer 
ausschlieben. Die Frage soll dureh besondere Versuche mit 
Bakterien noch geklirt werden. 

Die bei den genannten Versuchen entstehenden Mengen 
von sauer reagierenden Verbindungen ist nicht unbedeutend, 
wie aus folgendem Versuch hervorgeht: 

50 cem einer 1°/oigen sterilen Sapindus-Saponinlosung 
wurden mit 0,05 g Taka-Diastase und eine gleiche LOsung ohne 
Ferment 2 Tage bei 38° stehen gelassen: in beiden Proben wurde 
sodann der Siiuregehalt mit !,5 -n-Natronlauge unter Beniitzung 
von Phenolphthalein bestimmt. Die fermentfreie Probe ver- 
brauchte 1,9 cem, die fermenthaltige 3,2 cem; dieses entspricht 
0.0104 g¢ NaOH oder auf 100 g Saponin 2 g NaOH. 

Das beim Stehenlassen mit Fermenten gebildete Zwischen- 
glukosid gab mit Phloroglucin und Salzsiéure die bekannte 
Pentosenreaktion, beim Kochen des Produktes mit Salzsiure 
wurde eine die Fehlingsche L6sung stark reduzierende Fliissig- 


keit erhalten. 


Die Spaltungsprodukte der Saponine. 

Die bei der Spaltung unserer beiden Saponine mit orga- 
nischen und anorganischen Séuren entstehenden primiéren Pro- 
dukte fanden wir stets pentosehaltig. Diese pentosehaliigen 
Zwischenprodukte besitzen einen wechselnden Gehalt an Kohlen- 
hydratresten je nach der Dauer der Einwirkung und Konzen- 
tration der Siiure. Es ist denkbar, dafi manche von anderen 
Forschern dargestellte Sapogenine solche Zwischenprodukte 
einschlossen. 

Wir haben eine Reihe solcher Zwischenprodukte her- 
cestellt, diese sodann durch liangeres Kochen mit starkerer 
Siiure gespalten und in der Lésung die Zuckermenge nach 
Allihn bestimmt. Zur Berechnung wurde, bei zwei Minuten 
Kochdauer mit Fehlingscher Losung, die in Lippmann, Chemie 
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der Zuckerarten bd. I, 5. 98, angegebene Zahl 1 Mol. Arabi- 
nose = 2 Mol. Cu verwendet. Ferner wurde der Pentosen- 
gehalt nach der Methode von Tollens durch Destillation mit 
Salzsiiure bestimmt. Zur Umrechnung des Pentosegehaltes aus 
der Menge der erhaltenen Phloroglucinfillung beniitzten wir 
die Tabelle von Krober.!) Wir fanden folgende Werte: 


‘/o Arabinose nach Allihn "/o Arabinose nach Tollens 
Praparat I 39,65 39,00 
I] 45,89 49,64 
Hl 41,53 +2,13 
IV 35,57 38,35. 


Darstellung der pentosehaltigen Zwischen- 
produkte. 200 ¢ lufttrockenes Saponin aus Sapindus wurden 
mit 2 1 5°/oiger Schwefelsiiure versetzt, mit etwas Toluol tiber- 
schichtet und bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Schon 
nach mehreren Stunden begann die Ausscheidung des Zwischen- 
produktes in Form von glinzenden Schuppen, welche sich nach 
Verlauf einiger Tage in Form eines festen Niederschlags ab- 
gesetzt hatten. Nach 15 Tagen wurde die iiber dem Nieder- 
schlag stehende Fliissigkeit abdekantiert, der Niederschlag auf 
ein Filter gebracht und mit Wasser bis zur neutralen Reaktion 
ausgewaschen. Diese Operation ist wegen der klebrigen Be- 
schaffenheit der Fallung auBerordentlich zeitraubend und kann 
mit Erfolg nur durchgefiihrt werden, indem man das Filter 
Ofters erneuert. Behufs weiterer Reinigung, vor allen Dingen 
aber um adsorbiertes Saponin vollstiindig zu entfernen, wurde 
der Niederschlag mit warmem 95°/oigen Alkohol behandelt, 
worin er sich leicht aufléste, die filtrierte L6sung wurde in 
viel Wasser gegossen, nun etwas Essigsiiure zugefiigt und die 
Ausscheidung wieder auf ein Filter bezw. Nutsche gebracht, 
dann zwischen FlieSpapier und zuletzt im Exsikkator getrocknet; 
oder wir lésten die noch feuchte Fallung in Aceton, filtrierten 
ab und lieBen die Acetonlésung im Exsikkator verdunsten und 
trockneten zuletzt noch bei 95°. Wir erhielten nach dem 
Pulverisieren ein weibes Pulver. Produkt I. 


ae 


‘) Biochem. Arbeitsmethoden. Abderhalden. Bd. 2, S. 154. 
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250 g lufttrockenes Saponin wurden mit 21 1°/oiger 
Schwefelsiiure 25 Tage bei Zimmertemperatur stehen gelassen, 
die Fliissigkeit von der entstandenen Ausscheidung durch De- 
kantation getrennt und auf dem Filter mit 11 Wasser aus- 
gewaschen. Die erhaltene schwach bliiulich gefiirbte Masse 
wurde mit 150 ecem 95°/oigem Alkohol erwiirmt, wobei sich 
alles mit schwach amethystblauer Farbe aufléste. Ein Teil 
dieser LOsung wurde in !/2 | Wasser eingegossen, wobei auch 
auf Zusatz von wenig Essigsiure keine Ausscheidung eintrat. 
Erst nach 2tiigigem Stehen bildete sich eine durchsichtige, 
schwach blau gefiirbte Gallerte, welche nach 8stiindigem Er- 
wiirmen in kochendem Wasserbade unter Zusatz von 1 ccm 
EKisessig allmiihlich undurchsichtig wurde. 

Die entstandene Ausscheidung wurde abfiltriert und mit 
300 com Wasser ausgewaschen, der weifbe Riickstand auf einer 
Tonplatte getrocknet und durch Acetonbehandlung in pulveri- 
sierbare Form gebracht. 

Erhalten ca. 10 g = 4°%/o. Produkt II. 

Die vom Produkt I befreite Fliissigkeit wurde sodann 
ca. 8-10 Stunden lang im Wasserbade bei 70° stehen gelassen, 
wobei sich wieder eine weibe Fiillung ausschied, die durch 
nachtriigliche Untersuchung ebenfalls als pentosehaltig erkannt 
wurde. Nach dem Filtrieren wurde sie in 95°/cigem Alkohol 
gelist, mit Wasser gefillt und mit Aceton behandelt. 

Erhalten 10,3 ¢ = 4,12°/o. Produkt ITI. 

Die Losung wurde auf 3°/o Sauregehalt verstiirkt und 
12 Stunden lang am Wasserbade bei 70° stehen gelassen. Es 
bildete sich eine braune Fallung, die jedoch schon wegen des 
grofen Harzgehaltes nicht mehr verarbeitet wurde. 

Kigenschaften der Zwischenprodukte. Diese 
Zwischenprodukte bilden das Zwischenglied zwischen dem Sa- 
ponin und dem Sapogenin, Sie sind ebenfalls Glukoside, wie 
das Saponin, da sie mit verdtinnten Siiuren hydrolytisch ge- 
spalten werden, jedoch sind sie in Wasser unldslich wie das 
Sapogenin. Je weniger starke Agenzien, je kiirzer die Dauer 
der Hydrolyse bei der Darstellung, um so naher stehen die 
erhaltenen Produkte in ihren Eigenschaften dem Saponin: je 
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stirkere Agenzien einwirkten, desto mehr ihneln sie dem 
Sapogenin. 

Sie bilden weibe, amorphe gallertartige Massen, die bei 
lingerem Trocknen in hornartige harte Stiicke tibergehen. Siimt- 
liche Krystallisierversuche gaben negative HResultate. Aus 
Acetonlésung eingedunstet, sind sie zu einem schneeweiben 
Pulver zerreibbar. Sie sind vollkommen geruchlos: der Ge- 
schmack ist etwas herb, der Staub greift die Schleimhiiute an, 
jedoch bedeutend schwiicher wie das Saponin. 

Mit konzentrierter Schwefelsiiure geben sie die Rossoll- 
sche Farbenreaktion. Sie besitzen keinen Schmelzpunkt, zer- 
setzen sich unter Gasentwicklung und teilweiser Verkohlung 
zwischen 170—200°. Sind ebenso wie das Saponin optisch 
inaktiv. 

Die Léslichkeit ist je nach dem Zuckergehalt ver- 
schieden. Wiihrend einige solcher Produkte (wie I und IIl), 
aus alkoholischer Lisung in Wasser gegossen, sich sofort 
nahezu vollstiindig ausscheiden, bilden andere Zwischenprodukte, 
wie z. B. I], in Wasser gegossen nur eine milchige Triibung. 
Aus alkoholischer Lésung sind sie mit Ather nicht leicht 
fillbar, es gelang jedoch, das Produkt II aus alkoholischer 
Lésung mit ca. 10facher Menge Ather zu fiillen, wenn auch 
nicht quantitatiy. 

Sie unterscheiden sich von Saponin und dem Sapogenin 
durch ihre leichte Loslichkeit in absolutem Alkohol, Aceton 
und Essigsiiuremethylester. In heibem Wasser sind sie kaum 
ldslich, sie quellen aber darin stark auf und bilden eine Gallerte, 
in verdiinnten Laugen lisen sie sich leicht auf. In Ather, Schwefel- 
kohlenstoff, Benzol und Chloroform sind sie unldslich. Beim 
Kochen mit verdiinnter Schwefelsiure werden sie unter Bildung 
von Pentosen und Sapogeninen zersetzt. 

Produkt I gab beim Kochen mit 6°/o0 Schwefelsiiure 45,69 °/o Zucker 
II » » 6°/o 41.53 %/o 

Ill » ; : >» 6%/o , 38,57 9/0 

Da diese Zwischenprodukte hauptsachlich, wenn nicht 
ausschlieBlich, Pentosen einschlieBen, so wurde der Zucker- 
gehail auf Arabinose berechnet. Auferdem wurde der Pentose- 
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gehalt nach Tollens bestimmt. Die dabei erhaltene Phloroglucin- 
fiillung war schwarz, wie es fiir Pentosen gefunden wird, da 
aber im Zuckersirup auch Methylpentose (Rhamnose) gefunden 
worden ist, so wurde die Trennung der Pentosen und Methyl- 
pentosen nach der Vorschrift von W. Mayer und Tollens 
durch Herausl6sen des Methylpentosen-Phloroglucides mit Al- 
kohol durehgefiihrt. 

Z. b. 0,7720 g Produkt If gaben 0,2715 g Phloroglucid 


und nach Auflosen mit Alkohol blieb — 0,2064 g: ist also 
Q.0651 g Methylfurfurolphloroglucid = 0,09293 g Rhamnose 


= 12,03°/o Rhamnose und 30,10°/o Arabinose. 

Q,5683 g Produkt II] gaben 0,1986 g Phloroglucid, hiervon 
waren 0,0381 g¢ Methylphloroglucid = 12,35°/o Rhamnose und 
0.1605 g Phloroglucid = 82,13°/o Arabinose. 

Die Sapogeninmenge betrug beim letzteren 57,15°/o, somit 
wiire das Resultat der Spaltung: 

Sapogenin 97,15"/o 
Arabinose 32,13°/o 
Rhamnose  12,35°/o 

101,63 °/o 

Da bei der Hydrolyse Wasseraufnahme stattfindet, ist der 
Uberschuf von 1,63°/o verstiindlich. 

Das untersuchte, aus Sapindus-Saponin in angegebener 
Weise erhaltene Zwischenprodukt besteht somit ungefiihr zur 
Hiilfte aus Sapogenin, zur Hilfte aus Pentosen, von diesen 
Pentosen sind 2s der Gesamtmenge Arabinose, ca. !\3 entfallt 
auf Rhamnose. H. Blau hat in seiner Dissertation die Ver- 
mutung ausgesprochen, dai man dieses Zwischenprodukt als 
einen einheitlichen KoOrper ansehen kann, da es gelingt, selbst 
bei etwas veriinderten Versuchsbedingungen ein pentosehaltiges 
Produkt von gleicher Beschaffenheit herzustellen. Auf Grund 
mittlerweile von dem einen von uns (E. Winterstein) weiter 
fortgefiihrter Untersuchungen ist diese Annahme wohl kaum 
berechtigt. Zur Klarlegung der komplizierten Verhiltnisse bedarf 
es noch eingehenderer Untersuchung, die allerdings infolge der 
Anwesenheit verschiedener Kohlenhydratkomplexe (d-Fruktose, 
Arabinose, Rhamnose) und vielleicht auch anderer reduzierenden 
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Substanzen, ferner durch die Bildung von Harzen und Sapo- 
genin bei der hydrolytischen Spaltung des Sapindus-Saponins 
bedeutend erschwert werden. 

Wie schon friiher erwiihnt wurde, gibt das Robkastanien- 
saponin bei der Spaltung mit 1° oiger Schwefelsiiure auch einen 
im Wasser unloslichen Zwischenkorper, der bei weiterer Spal- 
tung mit stirkerer Sdiure Glukosen (d-Glukose und Arabinose) 
liefert. 

Dieses Zwischenprodukt ist ein hellbraunes, nicht hygro- 
skopisches Pulver. Es ist ebenso wie das aus Sapindus-Sa- 
ponin darstellbare leicht léslich in Alkohol und Aceton; die 
alkoholische Lésung ist leicht fillbar durch Ather. (Unter- 
schied vom Zwischenprodukt des Sapindus-Saponins.) 

Bei liingerem Kochen mit 5 °/oiger Schwefelsiiure entsteht 
eine kirnige Substanz (Asculinsiiure ?) neben 21°'o Glukosen, 
davon entfallen 8,5°/o auf Arabinose. 

00,2858 g Zwischenprodukt gaben 0,0179 g Phloroglucid 
= 8,1°/o Arabinose. 

1,0346 g Zwischenprodukt gaben 0,0786 g Phloroglucid 
= 8,95°/o Arabinose. Methylpentose ist nicht vorhanden. 

Das Sapogenin aus Sapindus-Saponin. Bei vielen 
bisherigen Untersuchungen der Saponine wurde das bei der 
Hydrolyse mit verdiinnten Mineralsiiuren entstehende unlosliche 
Produkt als «Sapogenin» bezeichnet. Eine Trennung des 
Gemisches wurde nur von wenigen Forschern versucht, die 
meisten begniigten sich damit, das Rohprodukt in Alkohol auf- 
zuldsen und diese LOsung wieder mit Wasser auszufillen. Auf 
diese Art kann jedoch das Sapogenin nicht gereinigt werden, 
da auch andere Nebenbestandteile ebenso wie das eigentliche 
Sapogenin im Alkohol léslich, im Wasser hingegen unloslich sind. 

Darstellung des reinen Sapogenins. Wie schon bei 
der Spaltung des Saponins angegeben ist, liefert dasselbe beim 
behandeln mit Siéiuren ein glukosidartiges Zwischenprodukt, 
Zuckerarten und Harz. Da das glukosidartige Zwischenprodukt 
beim Erwiirmen mit Siuren das Sapogenin als unldslichen 
Bestandteil liefert, wobei je nach der Konzentration der zur 
Spaltung verwendeten Séure und der Kochdauer auch eine 
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harzartige Substanz in verschiedener Menge gebildet wird, 
welche die Reindarstellung des Sapogenins recht erschwert oder 
die Ausbeuten desselben stark herabdrtickt, so mubte durch 
Versuche zuniichst festgestellt werden, unter welchen Be- 
dingungen nur geringe Mengen von diesem harzartigen Korper 
entstehen. Wir fanden folgenden Weg. 200 g Sapindus-Saponin 
wurden in 2 Liter 2°/oiger Schwefelsiiure 2!/2 Stunden auf dem 
Wasserbade digeriert: nach dem Erkalten wurde das entstandene 
schwach braungefiirbte Produkt auf ein Koliertuch gebracht, 
mit heifem Wasser Ofters ausgewaschen und zwischen Filtrier- 
papier 24 Stunden lang getrocknet. Das so erhaltene Produkt 
wurde in Portionen von je ca. 25 g mit 6°/oiger Schwefelsidure 
am RiickfluBkiihler 1!/2—2 Stunden lang gekocht. Nunmehr 
wird von der Fliissigkeit scharf abgesogen und das kornige 
Produkt wiederholt -— bis zum Schwinden der Siurereaktion — 
mit Wasser ausgekocht. Man trocknet es am besten im Va- 
kuumexsikkator oder durch gelindes Erwiarmen auf 60°. Das 
trockene Produkt wird nun mit Aceton ausgekocht, wobei 
das Harz, sowie ein amorphes nicht krystallisierendes Sapogenin 
in LOsung gehen. Man wiederholt das Auskochen mit Aceton, 
bis eine weiBbe Masse zuriickbleibt und die Acetonloésung nicht 
mehr dunkelbraun gefiirbt ist. Der Riickstand wird in kochen- 
den 95°/oigen Alkohol langsam eingetragen. Aus der alkoho- 
lischen Lésung scheidet sich beim Verdunsten des Alkohols 
das Sapogenin in wundervollen, makroskopisch gut sichtbaren 
Krystallen aus. Ausbeute = ca. 13g = 7°/o vom Saponin. 
Aus der Acetonliésung seheiden sich beim allmiihlichen Ver- 
dunsten zuniichst noch kleine Mengen des krystallinischen Sa- 
pogenins aus. Dann erfolgt die Ausscheidung einer geringen 
Menge von pentosehaltigem Zwischenglukosid; die davon ge- 
trennte Losung enthiilt noch 2 Substanzen: einen dem krystallini- 
schen Sapogenin nahestehenden Korper, den wir bis auf weiteres 
aumorphes Sapogenin bezeichnen wollen (H. Blau nennt diese 
Substanz in seiner Dissertation Sapogenin B), ferner schliebt 
die Acetonmutterlauge noch ein braungefirbtes Harz ein. 
Kigenschaften des krystallinischen Sapogenins. 
Das aus 95°/oigem Alkohol auskrystallisierende Sapogenin bildet 
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schneeweibe glinzende grobe Krystalle. Nicht vollkommen reines 
Sapogenin scheidet sich zuweilen in wetzsteinformigen Nadeln, 
zuweilen als amorphes Pulver aus. Das krystallisierte Sapo- 
genin enthilt keinen Krystallalkohol. 

Der Schmelzpunkt wurde im Silbernitratbade bestimmt 
und betriigt fiir das reinste Produkt 319—320°. Es schmilzt 
ohne Zersetzung zu einem farblosen Ole, das bei niederer 
Temperatur krystallinisch erstarrt. Auf dem Platinspatel erhitzt, 
verbrennt es ohne Riickstand. Das Sapogenin ist iiuBerst 
schwer loslich. Am ehesten lost es sich in absolutem und 
95°/oigem Alkohol, sowie in Eisessig und in geschmolzenem 
Phenol. 1 Teil Sapogenin ist in 143 Teilen Alkohol absol. 
léslich. In Ather ist es nur sehr wenig ldslich, ebenso in 
Aceton, Methyl-, Athyl-, Amylalkohol, Chloroform, Schwefel- 
kohlenstoff, Benzol, Toluol, Ligroin nahezu unloslich. 

In verdiinnten Alkalien lost es sich allmiihlich auf, Siéuren 
scheiden aus der alkalischen Lésung das Sapogenin wieder aus. 

In konzentrierter Schwefelsiiure lést es sich mit orange- 
roter Farbe, die LOsung wird beim Erwiirmen violettrot. Auch 
in konzentrierter Salpetersiure list es sich mit rotbrauner 
Farbe auf. 

Das Sapogenin gibt keine Millonsche Reaktion, in Eis- 
essigldsung reduziert es Permanganat nicht, Bromwasser wird 
auch nach liingerem Stehen nicht entfarbt. 

Die Lésungen von Sapogenin sind optisch inaktiv. 

Bei der Elementaranalyse wurden folgende Ergebnisse 
erhalten: 

I. 0,1893 g Substanz gaben 0,5133 g CO, und 0,1683 g H,O 


I]. 0,1796 » . 0.4791 » CO, 0.1540 » H,O 
HW]. 0,2175 0.5877 » CO, 0.1871 » H,O 
IV. 0,2592 » » 00,7015 » CO, » 0,2249 » HO 
In 100 Teilen: 
[. II. lil. I\ 

C 73,95 72,47 73,70 73,80 

H 9,95 9.52 9,56 9,64 

O 16,10 17,71 16,74 16,56 
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Mittel aus If. und IV. Berechnet ftir C,.H,.0, 
CG 73,75°/o C 73,97°/o 
H = =9,60°%/o H = 9,59%/o 
O  16,65°/0 QO  16,44%/o 


Molekulargewichtsbestimmung. Diese Bestimmung wurde 
im Beckmannschen Apparat ausgefiihrt. Als L6sungsmittel 
wurde Phenol verwendet; dabei wurde 280 gefunden, fiir C,,H,,0, 
ergibt sich ein Molekulargewicht von 292. 

In der Literatur sind eine Reihe von Sapogeninen be- 
schrieben worden: ob es sich dabei stets um einheitliche Ver- 
bindungen handelt, erscheint zweifelhaft, da in manchen Fiillen 
das beim Behandeln des Saponins mit verdiinnter Séure sich 
ausscheidende amorphe Produkt ohne weitere Reinigung zur 
Untersuchung verwendet wurde. Das von uns erhaltene Sa- 
pogenin wurde bei verschiedenen Darstellungsversuchen stets 
von gleicher Beschaffenheit erhalten. Obgleich wir zurzeit noch 
nicht in der Lage sind, Angaben tiber dessen Konstitution zu 
machen, so fiihren wir doch einige Versuche an, die fiir die 
Konstitutionsbestimmung in Betracht kommen konnen. 

Das von uns erhaltene Sapogenin ist gegen alle bekannten 
Indikatoren neutral. Es gelingt aber, eine Blei- und eine Kali- 
verbindung darzustellen. 

Lost man das Sapogenin in absolutem Alkohol und fiigt 
eine alkoholische Bleizuckerlésung hinzu, so scheidet sich eine 
amorphe Fiillung aus, welche nach dem Auswaschen, Absaugen 
und Trocknen iiber Phosphorpentoxyd einen bleigehalt von 
35,6°o besab. Die Verbindung Pb(OH) - O,C,,H,,O wiirde 
40°/o Pb enthalten. 

Die Kaliumverbindung wurde in folgender Weise dar- 
gestellt. 1g Sapogenin wurde in absolutem Alkohol gelost 
und eine Losung von 0,4 ¢ Kaliumearbonat hinzugefiigt, nach 
dem Eindunsten schieden sich zu Biischeln angeordnete, seiden- 
gliinzende Krystalle aus. Eine Trennung von Kaliumcarbonat 
gelang nicht. Beim Erwiarmen mit Wasser oder auf Zusatz von 
viel Wasser wird es zersetzt. Es ist leicht léslich in Wasser, 
verdiinntem Alkohol, aus diesen Lésungen durch Aceton oder 


Ather fiillbar. 
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Die Darstellung eines Monomethylderivates gelang in 
folgender Weise: 2 g Sapogenin wurden in 15 cem Methyl- 
alkohol suspendiert und mit methylalkoholischer Natronlauge 
in Lésung gebracht: zu dieser LOsung wurden 60 Tropfen Di- 
methylsulfat hinzugefiigt und eine Stunde zum Sieden erhitzt. 
Das Reaktionsgemisch wurde in viel Wasser gegossen, wobei 
sich weibe Flocken ausschieden, welche auf ein Filter gesammelt, 
ausgewaschen und sodann in Ather gelést wurden. Die iitherische 
Losung wurde nun wiederholt mit Wasser geschiittelt, der Ather 
verdunstet und der Riickstand aus Methylalkohol umkrystalli- 
siert. Es wurden 1.6 ¢ = 71,4°%/o der Theorie erhalten. 

Das Methylsapogenin bildet weifBe feine Nadeln vom 
Schmelzpunkt 204—205°. Es ist leicht léslich in Athylmethyl- 
alkohol, Ather, Chloroform; ziemlich leicht lislich in Benzol 
und Aceton; unldslich in Petroliither und auch im Wasser. 

Bei der Elementaranalyse wurden folgende Werte erhalten: 

I] 0,2384 g Substanz gaben 0,649% g CO, und 0,2147 g 
H,O, daraus berechnet sich 74,29°/o C und 10,05 °/0 H. 

I] 0,1678 g Substanz gaben 0,4579 g CO, und 0,1506 g H,O, 
dies entspricht einem Gehalt von 74,43 °/o Co und 9,95 %/o H. 


Im Mittel CsH,,0,CH, verlangt: 
74,36 %o C 74,51 %/o C 
9,99 °/o H 9,80 %/o HH. 


Das erhaltene Methylderivat ist also ein Monomethyl- 
sapogenin. Trotz veriinderter Versuchsbedingungen war es nicht 
gelungen, ein héher methyliertes Produkt darzustellen. Brand] 
gibt an, daf} er durch Methylieren des aus dem Agrostemma 
Githago darstellbaren Sapogenins Mono- bis Hexamethylsapo- 
genine erhalten hat. 

Acetyl-Sapogenin. 1,2 g Sapogenin wurden mit 7 g Essig- 
siiureanhydrid und einem Tropfen konzentrierter Schwefelsiiure 
4 Stunden lang im Olbad auf 134° erwiirmt. Das Reaktions- 
gemisch wurde nach dem Erkalten in mit Salzsiiure angesiiuertes 
Wasser gegossen, das dabei ausgeschiedene Produkt war nach 
12 Stunden zu einem harten Kuchen erstarrt, dieser wurde in 
95°/oigem Alkohol gelist, die Lésung mit Tierkohle gekocht 
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und die nun entstandene farblose Losung in kaltes Wasser 
gegossen. Es wurden 1,2 g Substanz erhalten. 

Das Acetylsapogenin krystallisiert aus Methylalkohol in 
Form feiner mikroskopischer Nadeln vom Schmelzpunkt 155°: 
es ist leicht lislich in Methyl-, Athylalkohol, Ather, Chloroform, 
Benzol und Aceton und auch gut léslich in Petroliither. 

Bei zweistiindigem Kochen mit "/2-Natronlauge wird es 
gespalten, wobei im Mittel aus drei Versuchen 20,9°/o Essig- 
siiure — berechnet aus den Mengen der nach dem Zuriick- 
titrieren verbrauchten Lauge — abgespalten wurden. Die Theorie 
verlangt 17,9°/o Essigsiiure, die Differenz ist wohl darauf zuriick- 
zufiihren, dali das entstandene Sapogenin etwas Alkali bindet. 

Krhitzt man das Sapogenin bei 15mm Vakuum auf 200°, 
so entsteht ein hellgelbes Ol, neben einer geringen Menge eines 
Sublimats. Das Ol erstarrt zu einer durchsichtigen, hellgelben, 
glasartigen Masse. Alle Versuche, daraus ein krystallinisches 
Produkt darzustellen, waren erfolglos. 

Krhitzt man das Sapogenin mit Zinkstaub, so entsteht 
ein farbloses Gas und ein schwach gelbgefiirbtes nahezu sauer- 
stofifreies OL, 

Die Destillation tiber Zinkstaub wurde in folgender Weise 
ausgefiihrt: In eine Verbrennungsréhre wurde eine ca. 10 cm 
lange Schicht von Zinkstaub eingefiillt; auf diese folgte eine 
30 cm lange Schicht eines innigen Gemisches von Zinkstaub 
und 10g Sapogenin, diese Schicht wurde durch eine 23 cm 
lange Schicht vom Bimsstein-Zinkstaub abgeschlossen. Die Luft 
wurde zuvor durch Kohlensiiure verdriingt und dann die Bims- 
stein-Zinkstaubschicht zu schwacher Rotglut und sodann die 
weiteren Schichten mibig erwiirmt. Das entweichende Gas 
wurde mit stark gekiihlter wiisseriger LGsung von Brom absor- 
biert. Im vorderen Teil des Rohres hatten sich 6 g eines 
dicken Oles angesammelt, das letztere wurde durch Ather heraus- 
gelist und nach dem Verdunsten des Athers der Destillation 
unterworfen. Fraktion I ging zwischen 230—260° Uber, eine 
zweite Fraktion wurde bei 2830—310° aufgesammelt. Fraktion I 
ist ein hellgelbes, leicht bewegliches Ol, mischbar mit Ather, 
Schwefelkohlenstoff, Chloroform, Eisessig, Ligroin, Benzol, auch 
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in Alkohol ist es lislich. Es erstarrt nicht in einer Kis-Koch- 
salzmischung. 

Bei der Elementaranalyse wurden folgende Werte erhalten : 

I 0,2201 g Substanz gaben 0,7128 g CO, und 0,2015 g 
H,O = 88,52°/o C und 10,189/o H. 

I] 0,1910 g Substanz gaben 0,6168 g CO, und 0,1733 g 
H,O = 88,06 °/o C und 10,10°/o H. 

Im Mittel also 88,19°/o CG und 10,14°/o H. 

Fraktion II ist ein griines, schwach {fluorescierendes, 
schwer bewegliches Ol, welches sich in den oben genannten 
Losungsmitteln ebenfalls leicht aufldst; es erstarrt in einer Eis- 
Kochsalzmischung vollkommen. 


— 


= 


Bei der Analyse wurden folgende Werte erhalten: 

] 0,2084 g Substanz gaben 0,6804 g CO, und 0,1821 g 
H,O = 89,06°%/o C und 9,69 °/o H. 

Il 0.2176 g Substanz gaben 0,7124 g CO, und 0,1896 g 
H,O = 89,29 °/o C und 9,69°/o H. 

Im Mittel 89,17°%o C und 9,69°/o H. 

Trotzdem die analysierten Ole vielleicht noch kleine Mengen 
Sauerstoff enthielten, darf man wohl behaupten, dab der aller- 
erdfte Teil der bei der Zinkstaubdestillation gebildeten Ole aus 
Kohlenwasserstoffen bestand. 

Die Ole zeigen foleendes Verhalten: Bei liingerem Stehen 
an der Luft werden sie dunkler, sie fiirben sich mit konzen- 
trierter Schwefelsiure weinrot, von konzentrierter Salpetersiiure 
werden sie in der Kiilte nicht angegriffen, sie absorbieren Brom 
unter Bildung von Oligen Produkten. Von Chromsiiure werden 
sie nur sehr langsam angegriffen. 

Das bei der Destillation gebildete Gas lieferte eine Brom- 
verbindung, welche in folgender Weise gewonnen wurde. Die noch 
bromhaltige Fliissigkeit wurde mit verdiinnter kalter Sodalésung 
geschiittelt und die Losung sodann ausgeiithert. Die erhaltene 
iitherische L6sung wurde noch einige Male mit verdiinnter Soda- 
ldsung behandelt, dann mit Wasser bis zum Verschwinden der 
alkalischen Reaktion ausgewaschen und mit Natriumsulfat ge- 
trocknet. Nach dem Abdestillieren des Athers hinterblieb ein 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXV. 29 








134 E. Winterstein und H. Blau. 


eigentiimlich riechendes Ol, welches durch Aufbewahren im 
Vakuumexsikkator vom Ather vollstiindig befreit wurde. 

Kine Brombestimmung gab folgendes Kesultat. 

00,0765 g Substanz lieferten 0,1255 g AgBr = 0,0534 g Br. 
Die Verbindung C,H,Br, wiirde 0.0566 g Brom enthalten. Es 
ist also nicht ausgeschlossen, dah bei der Zinkstaubdestillation 
des Sapogenins neben den erwihnten Olen Butylen entsteht. 

Das reine Sapogenin erhaélt man aus dem Saponin in 
einer Ausbeute von hdchstens 7°o und die Darstellung des- 
selben ist recht zeitraubend. Auf Grund der bis jetzt gewon- 
nenen Ergebnisse lift sich iiber die Konstitution noch nichts 
aussagen. Wir hoffen aber nach Beschaffung groferer Mengen 
des nicht leicht zugiinglichen Sapogenins einigen Aufschluf 
dariiber zu gewinnen. 

Das Sapogenin des Robkastaniensaponins. Dieses 
Saponin wurde durch 1!/2stiindiges Kochen des pentosehaltigen 
Zwischenproduktes mit 6 °/oiger Schwefelséure gewonnen. Wir 
erhielten ein hellbraunes, amorphes Pulver, welches sich in kaltem 
95%/oigem Alkohol leicht aufléste, in der Wiarme léste es sich auch 
in verdiinntem Alkohol, in Aceton und in Ather ist es fast unlés- 
lich. Weitere Versuche haben wir mit dem uns nur in geringer 
Menge zur Verfiigung stehenden Material nicht angestellt. 


Uber die aus Sapindus-Saponin entstehenden Kohlenhydrate. 
Die Reindarstellung der Glukosen hat uns viel Schwierig- 
keiten bereitet und die Menge der isolierten Glukosen_ blieb 
weit hinter derjenigen zuriick, die sich aus der abgeschiedenen 
Menge Kupferoxydul, die bei der Reduktion der Fehlingschen 
Losung oder aus der Menge Furfurol, die durch Destillation mit 
Salzsiiure nach dem Verfahren von Tollens gebildet wird, be- 
rechnen libt. Wir erhielten nach dem Auskrystallisieren der 
einzelnen Glukosen grofe Quantitiiten Sirup, welcher noch viel 
Pentosen einschlof ; es ist daher wohl méglich, daB neben den zu 
erwiihnenden Zuckerarten noch andere vorhanden sind, die sich 
bisher des sicheren Nachweises entziehen. In Fortsetzung der 
Untersuchung hat der eine von uns (KE. W.) Beobachtungen ge- 

macht, die diese Annahme hédchst wahrscheinlich machen. 
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Die Anwesenheit von d-Galaktose ist ausgeschlossen, da 
wir bei Oxydation grOfberer Mengen von bei der Hydrolyse mit 
Schwefelséure enthaltenen Sirupen mit Salpetersiiure keine 
Schleimsiiure erhalten konnten: da wir daneben auch vergebens 
auf Zuckersiure geprift haben, so ist die Anwesenheit von 
d-Glukose auch nicht sehr wahrscheinlich. 

Im folgenden beschreiben wir, in welcher Weise die ein- 
zelnen Glukosen nachgewiesen bezw. isoliert wurden. 

Nachweis der Fruktose. Spaltet man das Sapindus-Saponin 
mit starker Siiure in der Hitze, so erhaélt man dunkelbraun 
sefiirbte Sirupe, aus welchen die d-Fruktose nicht abgeschieden 
werden kann. Hingegen wird durch ganz schwache Siiuren, wie 
auf Seite 416 angegeben ist, ein Zucker abgespalten, der ein bei 
205° schmelzendes Osazon liefert und die Seliwanoffsche 
Fruktose-Reaktion gibt. Um den sicheren Nachweis zu erbringen, 
daf in der Tat Fruktose vorliegt, verfuhren wir wie folgt: 
)0 g Saponin wurden in 500 cem 3/10 °/o Schwefelsiiure gelést 
und die Losung eine halbe Stunde auf dem Wasserbade erwiirmt, 
bis eben die Abscheidung des pentosehaltigen Zwischenpro- 
duktes erfolgte. Die Losung wurde nun zum Sieden erhitzt, 
mit alkalifreiem Baryumhydroxyd genau neutralisiert und die 
vom Baryumsulfat getrennte Lésung der Dialyse unterworfen, 
um noch unveriindertes Saponin vom gebildeten Zucker zu 
trennen. Das Dialysat wurde alle 2—3 Stunden gewechselt, 
bis mit Fehlingscher Losung kein Zucker mehr nachweisbar 
war. Die gesammelten Dialysate wurden in grofen flachen 
Porzellanschalen bei niederer Temperatur eingedunstet. Der 
Riickstand war ein hellbrauner Sirup, der, in 95 °/oigem 
Alkohol gelist, mit gleichem Volumen Ather versetzt, 24 Stunden 
lang bedeckt stehen gelassen wurde. 

Die filtrierte Ather-Alkohollésung wurde auf dem Wasser- 
bade auf ein kleines Volumen eingedunstet. Die letzten Alkohol- 
reste wurden im Vakuumexsikkator entfernt. Es hinterblieb ein 
heller Sirup, der stiib schmeckt, die Pinoffsche, Piriasche 
Seliwanoffsche Fruktose-Reaktionen gab, jedoch nicht zum 
Krystallisieren zu bringen war. 

Zur Polarisation wurde der Sirup in ca. 25 cem Wasser 
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gelost, etwas Alkohol und Tierkohle zugesetzt und die Loésung 
drei Tage lang stehen gelassen. Nachher wurde von der Tier- 
kohle abfiltriert und die nunmehr farblose Losung im 200 mm- 
Rohr polarisiert. Die Menge des Zuckers wurde nachtriiglich 
nach Fehling-Allihns Kupfermethode bestimmt. 

Die LOsung drehte —3°. 58. V. Die quantitative Zucker- 
bestimmung ergab 0,54°/o Zucker. 
3° 0,344 > 100 

054-2 

Aus dieser Drehung der Ebene des polarisierten Lichtes, 
dem Schmelzpunkt des Osazons, sowie den oben angeftihrten 
Reaktionen ist die Anwesenheit der Fruktose unter den Spal- 
tungsprodukten als erwiesen zu betrachten. 

Darstellung der Rhamnose. Die Rhamnose ist diejenige 
Glukose, welche wegen ihrer grofen Krystallisationsfihigkeit 
am leichtesten in gréferen Mengen aus dem Sapindus-Saponin 
darstellbar ist. Das Vorhandensein dieser Glukose ist bisher 
iibersehen worden. Bei der Destillation des Saponins mit Salz- 
siiture nach dem Verfahren von Tollens und Fallen des Destillats 
mit Phloroglucin erhilt man wegen der Anwesenheit der grofen 
Mengen — aus Arabinose entstehenden — Furfurols eine griin- 
schwarze Fiillung, welche die kupferrote Firbung des Methyl- 
phloroglucids verdeckt. 

Die Darstellung der Rhamnose geschah in folgender Weise. 
Wir beniitzten die bei den verschiedenen Vorversuchen durch 
Kochen mit Schwefelsiiure verschiedener Konzentration er- 
haltenen Sirupe; sie wurden in mdglichst wenig Alkohol ge- 
lost und diese LOsung wurde nun mit soviel Alkohol abs. ver- 
setzt, bis nur noch eine schwache Triibung auftrat. Aus der 
liissigkeit scheidet sich, nach 2sttindigem Stehen, eine amorphe 
schwarze harzartige Masse aus. Die davon getrennte klare Flis- 
sigkeit wird mit ungefiihr gleichem Volumen Ather versetzt, 
wobei sich ein brauner Sirup ausscheidet, der nach 24stiindigem 
Stehen fest wird. Die von letzterem getrennte Lésung wird 
durch Destillation von Ather vollstiindig und von Athylalkohol 
nur teilweise befreit und im Exikkator zur freien Verdunstung 
hingestellt. Schon nach einigen Tagen beginnt die Krystalli- 





—95,5°(Fruktose dreht —90° bis —100°). 
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sation. Durch einmaliges Umkrystallisieren aus Alkohol erhielten 
wir den Zucker in farblosen wunderschénen grofen charakte- 
ristischen Krystallen. 200 gSaponin gaben ea. 25 g rohe Rhamnose. 

Mit Phenylhydrazin wurde ein Osazon von gelben ver- 
filzten Nadeln erhalten, die bei 180° schmolzen. 

Beim Abdestillieren einer Zuckerlésung mit HCl vom spe- 
zifischen Gewicht 1,06 gibt das Destillat auf Anilinacetatpapier 
nicht eine rote, sondern eine mehr gelbe Farbe. Dieses Destillat 
gibt beim Fillen mit Phloroglucin das schéne feuerrote Methyl- 
furfurolphloroglucid. 

Zum Polarisieren wurde 1,9812 g Zucker in 20 cem H,O 
bei 17° geldst. Diese Loésung drehte im 200 mm-Rohr -- 4,8° 
S.V. Es wurde beobachtet, daf nach Einbringen des Polari- 
sationsrohres in den Polarisationsapparat die Drehung in den 
ersten Minuten gleich Null war und erst nach einiger Zeit die 
oben angegebene konstante Drehung auftrat. Es ist dies auch 
eine charakteristische Eigenschaft der Rhamnose. 

1,8 + 0,344 . 100 
lalo = ~—g906-2O O88 

Darstellung der Arabinose. Durch eine Reihe von Vor- 
versuchen hatten wir zuniichst festgestellt, dali die Arabinose 
derjenige Zucker ist, welcher am schwersten abspaltbar ist, 
und dai die Hauptmenge in dem unl6slichen pentosehaltigen 
Zwischenprodukt enthalten ist. Wir stellten uns daher zunichst 
eine gréBere Menge des letzteren dar, indem wir Saponin 
lingere Zeit mit 2- bezw. 5°/oiger Séiure stehen liefen, die dabei 
gebildete Ausscheidung wurde auf ein Filter gesammelt, sorg- 
faltig mit Wasser ausgewaschen, der Riickstand mit der 20fachen 
Menge 6°oiger Schwefelséure verrieben und am Riickflubkiihler 
3 Stunden gekocht. Nach dem Abfiltrieren vom «Sapogenin» 
wurde das Filtrat in der Siedehitze mit alkalifreilem Baryt 
neutralisiert, filtriert und bei niederer Temperatur in flachen 
Schalen auf dem Wasserbade eingedunstet. Der hinterbleibende 
hellbraune Riickstand wurde in 95°'oigem Alkohol gelést, wobei 
ein wenig braune Schmiere zuriickblieb. Die alkoholische Losung 
wurde im Vakuum tiber Schwefelsiure stehen gelassen, wobel 
bald — bei konzentrierten LOsungen schon nach wenigenStunden 
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— die Arabinose in strahlenfoérmig geordneten Niidelchen aus- 
krystallisierte. Die Mutterlauge gab nach mehrwochentlichem 
Stehen eine zweile Krystallfraktion, die als Rhamnose iden- 
tifizierbar war. 

Die erste Krystallfraktion gibt samtliche Pentosenreak- 
tionen, wie die Phloroglucin-Salzsiiure und Bialsche Orcin- 
reaktion. Mit Salzsiiure vom spezifischen Gewicht 1,06 ab- 
destilliert, gab sie eine schwarze Fillung von Furfurolphloro- 
glucid, die in Alkohol unloslich war. 

0,2646 g des Zuckers in 5 ccm Wasser dreliten im 100 mm- 
tohr -+- 13,9° 8. V. 

os a — 1 903° 
5,292 -1 

Nach einmaligem Umkrystallisieren aus 95°/oigem Alkohol: 

0,5576g des Zuckers in 10ccm Wasser drehten im 200 mm- 
Rohr -+- 32° 5S. V. 

[o]p = 32 i —= + 98,7°. 
5,076.2 

Arabinose verlangt -+ 96 bis -++ 106°. 

Die Darstellung der Arabinose gelingt auch in folgender 
Weise, wobeies nicht notwendig ist, die pentosehaltigen Zwischen- 
produkte besonders zu reinigen. Wir beniitzten die bei ver- 
schiedenen Versuchen durch Erwiirmen mit verdiinnter (2- bis 
6° oiger) Schwefelsiiure gebildeten unloslichen Zwischenprodukte, 
kochten sie mit 6°%/oiger Schwefelsiiure am _ Riickfluhkihler 
3 Stunden, entfernten die Saiure mit Baryumhydroxyd, dunsteten 
zum Sirup ein und extrahierten den letzteren mit heifem Alkohol. 
Nach Entfernen des Alkohols resultierten wenig gefirbte Sirupe, 
in welchen wir entweder den Zukergehalt nach Allihn ermit- 
telten oder den Pentosegehalt nach Tollens durch Destillation 
mit Salzsiiure bestimmten. Da nun diese Sirupe hauptsiichlich 
aus Pentosen bestanden, so gelang die Abscheidung der Arabi- 
nose mit Hilfe von Benzylphenylhydrazin nach der Methode von 
Ruff und Ollendorf. 

7 g Sirup, welcher 5 g Arabinose enthielt, wurden mit 
5 g Benzylphenylhydrazin in der Kiilte versetzt. Schon nach 
kurzer Zeit schied sich das Hydrazon aus. Nach dreisttindigem 
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Stehen wurde die Flissigkeit von den Krystallen abgesaugt, 
diese aus wenig absolutem Alkohol umkrystallisiert. Die er- 
haltenen weiben Krystalle sechmolzen bei 171°. Hiervon wurden 
2.6 g in 10 cem 35° oiger Formaldehydlésung gelést, die 
Fliissigkeit eine halbe Stunde erwirmt und das gebildete Form- 
aldehydbenzolphenylhydrazon durch Ausiithern entfernt. Die 
Loésung wurde nun bei gelinder Temperatur wiederholt unter 
Wasserzusatz eingedunstet, bis aller tiberschiissiger Formal- 
dehyd ausgetrieben war. Der erhaltene Sirup wurde aus Alkohol 
umkrystallisiert ; er lieferte schon nach einigen Stunden Krystalle. 
Diese Krystalle geben die bekannten Pentosereaktionen. 

0.5127 g Substanz in 5 ccm Wasser gelist zeigten im 
100 mm-Rohr im Soleil-Ventzkeschen Apparat eine Drehung 
von -+- 29° Daraus berechnet sich ein spezilisches Drehungs- 
vermégen von [alp = -+ 97,6°. 

Die Ausbeuten an Glukosen bleiben, wie gesagt, weit 
gegentiber den durch die Analyse bestimmbaren Mengen zuriick, 
da die einzelnen Glukosen eine verschiedene Widerstands- 
fiihigkeit gegeniiber Siiuren besitzen und die einzelnen Kohlen- 
hydratkomplexe nicht alle gleichzeitig abgespalten werden, ferner 
kennen wir zurzeit noch keine Methoden zur Trennung der 
einzelnen Zuckerarten. Wie erwiéhnt, wird die durch Siuren 
leicht zerstOrbare Fruktose zuerst abgespalten. 

Bei einer quantitativen Bestimmung des Pentosegehaltes 
und der Gesamtzuckerausbeute erhielten wir folgende Ergebnisse : 

I]. 0,7644 g wasserfreies Saponin gaben 0,1794 g Phloro- 
glucid = 0,2029 g oder 26,55°/o Arabinose. 

II. 1,263 g Saponin gaben 0,298 g Phloroglucid — 0,3313 g 
oder 26,23 °/o Arabinose. 

III. 1,234 g Saponin lieferten 0,292 g Phloroglucid = 
0,3247 g oder 26,31°'o Arabinose. 

Aus einer grofen Anzahl unter verschiedenen Versuchs- 
bedingungen ausgefiihrten Spaltungsversuchen ergab sich im 
Mittel ein Glukosegehalt von 60° o. Zieht man davon den 
mittleren Gehalt von Pentose (Arabinose) ab, so hinterbleibt 
fiir die Hexose (d-Fruktose) 33,7°o tibrig. Diese Zahlen kiénnen 
nur einen angeniiherten Aufschlub tiber die Quantitéten der im 
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Sapindus-Saponin enthaltenen Kohlenhydrate geben, da das 
teduktionsvermégen der einzelnen Glukosen ein verschiedenes 
ist: ferner kommt noch in Betracht, daB nicht nur eine Pentose, 
sondern auch Methylpentose im Saponin vorkommt. 

Die Glukosen des Rofkastaniensaponins, Es ge- 
lang, mit Hilfe von Benzylphenylhydrazin aus dem bei der 
Spaltung mit verdiinnter Schwefelsiure entstandenen Sirup 
Arabinose zur Abscheidung zu bringen. Aufberdem gelang der 
Nachweis von d-Glukose in folgender Weise. Das Saponin 
wurde mit schwacher Siiure in der Hitze gespalten, die vom 
ausgeschiedenen Zwischenprodukt getrennte saure LOsung wurde 
mit Hilfe von Baryt von der Siiure befreit und die neutrale 
Losung auf dem Wasserbade eingedunstet. Der zurtickbleibende 
Sirup wurde in 95° oigem Alkohol gelést und nach dem Er- 
kalten von der ausgeschiedenen schwarzen Schmiere dekan- 
tiert. Nun wurde mit Alkohol absol. versetzt, bis keine weitere 
Kiillung entstand. Nach 24 Stunden wurde von rotbraunem 
Sirup abgegossen und die Lésung mit gleichen Volumen Ather 
gefiillt. Diese Fiillung, welche in einigen Stunden zu einer festen, 
fadenziehenden, hellgelben Masse erstarrte, wurde in 95°/oigem 
Alkohol gelést, auf kleines Volumen konzentriert und mit ab- 
solutem Alkohol angerieben. Es schieden sich allméhlich Kry- 
stalle aus und schlieBlich erstarrte die ganze Masse zu einem 
Krystallbrei. Dieser gibt keine Fruktosereaktionen, dreht das 
polarisierte Licht nach rechts und gibt ein Osazon vom Schmelz- 
punkt 205°, ist also d-Glukose. 

0.3037 g in 25 ecm H,O gelost drehten das _polarisierte 
Licht im 200 mm-Rohr -+ 3,5° 5S. V. 

en 53,0 + 0,344 - 100 — 1 4950. 
1.2148 - 2 


! _ 


d-Glukose verlangt 4- 52,5°. 


Die ditheralkoholische Lésung wurde vom Ather und einem 
Teil des Alkohols durch Abdestillieren befreit und ebenfalls der 
freien Verdunstuug tiberlassen. Nach mehrw6chentlichem Stehen 
bildete sich ein farbloser Sirup, der nicht krystallisationsfahig 
war. Er gab siimtliche Fruktosereaktionen, drehte das polari- 
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sierte Licht nach links, gab mit Phenylhydrazin ein Osazon vom 
Schmelzpunkt 206°. 

Um den vollkommenen Beweis zu liefern, dai der Zucker 
Fruktose ist, wurde versucht, das fiir die Fruktose charak- 
teristische Methylphenylhydrazon nach Neuberg darzustellen. 

Der Sirup, der 0,5 g Zucker enthielt, wurden in 5 cem 
Wasser gelost und mit 1,2 g Methylphenylhydrazin versetzt und 
soviel Alkohol, bis klare Mischung eintrat. Sodann wurden 4eem 
50°/o ige Essigsiiure zugegeben und das Gemisch 5 Minuten lang 
am Wasserbade erwiirmt. Nach Verlauf von 2-—3 Stunden be- 
gann die Ausscheidung von rotgelben Nadeln und nach 12Stunden 
erstarrte die Fliissigkeit zu einem Krystallbrei. Nach mehr- 
maligem Umkrystallisieren aus Alkohol schmolzen sie bei 157°. 

Dieser Zucker ist also Fruktose. 


Zusammenfassung der Resultate. 


Das aus Sapindus utilis!) darstellbare Saponin liefert bei 
der Hydrolyse mit Schwefelsiiure d-Fruktose, Arabinose und 
Rhamnose; d-Glukose entsteht dabei wahrscheinlich nicht, Ga- 
laktose wird bei der Hydrolyse nicht gebildet. Die d-Fruktose 
wird schon durch ganz verdiinnte Mineralsiiuren, auch schon 
in der Kiilte abgespalten, wobei nur eine geringe Menge eines 
unloslichen Zwischenproduktes gebildet wird. 

Bei langandauernder Hydrolyse mit verdiinnter Schwefe!l- 
siure in der Kialte entsteht ein amorphes Produkt, welches 
bei weiterer Spaltung mit stiirkerer Siiure in der Hitze Ara- 
binose und Rhamnose liefert. Diese von uns als pentosehaltiges 
Zwischenprodukt von H. Blau als «Pentosid» bezeichnete Sub- 
stanz gehdrt noch in die Gruppe der Glukoside.?) Diese Sub- 
stanz unterscheidet sich vom Saponin durch ihre Unloslichkeit 
in Wasser und durch leichte Loslichkeit in Alkohol. Bei der 
Spaltung dieser Zwischenprodukte mit stiirkeren Siiuren ent- 
steht neben Arabinose und Rhamnose eine krystallinische Ver- 


') Vgl. Seite 411. 
2) R. Kobert nennt die primar entstehenden Produkte sekundire 
Glukoside oder Anfangssapogenine. Biochem. Handlexikon., Bd. 7, 5. 149. 
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bindung, welcher wir bis auf weiteres die Formel C,,H,,0, 
zuerteilen. Diese Verbindung ist das eigentliche Sapogenin: 
es liefert bei der Zinkstaubdestillation hochmolekulare Kohlen- 
wasserstolfe, daneben ein Gas, das wahrscheinlich zum Teil 
aus Butylen besteht. 

Das Sapogenin gibt eine Monomethyl- und Monoacetyl- 
verbindung. 

Die bei der Hydrolyse mit Sauren auftretenden unlds- 
lichen Produkte kénnen nicht als einheitliche Verbindungen an- 
gesehen werden; man erhilt daraus das Sapogenin erst nach 
einer Reihe von Prozeduren. 

Beim Acetylieren wird das Saponin in seinem chemischen 
Bau und in seiner physiologischen Wirkung stark verdandert. 

Das Rofkastaniensaponin liefert neben einem Sapogenin 
Arabinose, d-Glukose und d-Fruktose. 

















Beitrage zur Kenntnis der Fermente der Stierhoden. 
Von 
Dr. Shinji Mihara. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat zu Kyoto.) 
Der Redaktion zugegangen am 6, Oktober 1911.) 


Bei der auferordentlichen Wichtigkeit, welche die Unter- 
suchung der Fermente fiir die Aufkliirung des Zellstoffwechsels 
besitzt, muh es wundernehmen, da} bisher nur spiirliche Mit- 
teilungen tiber die FKermente der Stierhoden vorliegen. 

C. Hervieux') hat gezeigt, daf die Hoden von Ebern, 
Widdern, Hunden, Affen und Menschen ein amylolytisches und 
ein Neutralfett und Salol spaltendes Ferment enthalten. Da 
nun diese Fermente auch in den Hoden der F6ten und der 
jungen Tiere, bei welchen die Seminaldriise noch im embryo- 
nalen Zustande ist, vorkommen, so glaubt er zu folgendem 
SchluB berechtigt zu sein: «Ceux ci, existant aussi dans le 
testicule des adultes, nous croyons devoir conclure que les dia- 
stases hydrolysantes rencontrées d’une maniére trés générale 
dans le testicule des manniféres ont leur origine dans la glande 
interstitielle de cet organe.» 

Bei Untersuchungen an den reifen Geschlechtszellen von 
Amphibien hat ferner Wolfgang Ostwald?) beobachtet, dab 
in Spermaextrakten zwei oxydative Fermente, Katalase und Per- 
oxydase, vorhanden sind und zwar mehr als in Eierextrakten. 

Erwihnt werden darf endlich, dafb es 5. Lang®*) gelang, 
das Vorkommen von einer Desamidase in Stierhoden festzu- 
stellen. 


1) C. Hervieux, Compt. rend. de la Soc. de Biol., T. 60, p. 653 
(1906), 

*) Wolfgang Ostwald, Biochem. Zeitschrift, Bd. 6, S. 409. 

*) S. Lang, Hofmeisters Beitriige, Bd. 5, 5. 521. 
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Bei dieser Sachlage erscheint es sehr wiinschenswert, fer- 
mentative Vorgiinge in den Hoden einer genaueren Untersuchung 
zu unterziehen und die Fermente, wenn es tiberhaupt mdglich 
ist, in wirksamem Zustande aus ihnen darzustellen. Hierzu 
mogen die nachstehenden Versuche einen Beitrag liefern. 


I. Arginase. 


A. Kossel und H. D. Dakin!) haben ein Ferment, welches 
das Arginin in Harnstoff und Ornithin zerlegt, in der Darm- 
schleimhaut und Leber des Hundes entdeckt und Arginase be- 
nannt. Nach der Angabe von K. Shiga?) findet sich Arginase 
auch im Hefeprebsaft. 

Um die Frage zu entscheiden, ob nicht Arginase in Stier- 
hoden vorhanden sei, verfuhr ich wie folgt. 

Die Stierhoden wurden von der Kapsel befreit, zerkleinert 
und daraus der Prebsaft nach dem Buchnerschen Verfahren 
hereitet: von diesem Prefsaft wurden zwei Portionen zu je 
100 com abgemessen. 

Portion A. 100 cem PreBsaft wurden in einer gut ver- 
schlieBbaren Flaseche mit 1000 ecm Wasser, worin 6,461 g 
Argininearbonat gelOst waren, durchgemischt und unter Zusatz 
von 15 ecm Chloroform und 25 ecm Toluol im Brutofen digeriert.*) 
Nach d5tigiger Digestion wurde das Eiweif durch Kochen und 
Filtrieren entfernt und das Filtrat bei einer mafbigen Temperatur 
bis auf ca. 100 cem eingeengt. Ich siiuerte nun diese Losung 
mit Schwefelsiiure an und féallte mit einer 10°/oigen Phosphor- 
wolframsiiurel6sung vollstindig aus. 


Verarbeitung des Filtrates des Phosphorwolfram- 
siiurefiltrates. 


Vom Filtrat wurde eine kleine Portion abgemessen und 
zur Stickstoffbestimmung verwandt. Es wurden, auf Gesamt- 
liltrat umgerechnet, gefunden: 1,3180 g N. 

) A. Kossel und H. D. Dakin, Diese Zeitschrift, Bd. 41, 8. 321. 


*) K. Shiga. Diese Zeitschrift, Bd. 42, S. 502, 
Bei dieser Versuchsanordnung gelang es mir, jede Einwirkung 


1 


von Mikroorganismen vollstaéndig auszuschliefen. 
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Der grifere Teil des Filtrates wurde auf die bekannte 
Weise durch Baryt von Schwefelsiiure und Phosphorwolfram- 
siure und durch Kohlensiure vom Baryt befreit, im Vakuum 
fast bis zur Trockne eingedampft und mit absolutem Alkohol 
extrahiert. Die alkoholischen Ausztige wurden nach dem Ver- 
duusten des Alkohols mit Salpetersiéiure versetzt; es schied sich 
allmiihlich eine Krystallmasse aus, welche grofe Ahnlichkeit 
mit salpetersaurem Harnstoff aufwies. Aus dem Nitrat wurde 
der freie Harnstoff dargestellt, welcher nach dem Erhitzen sehr 
schoOne Biuretreaktion gab. Der Harnstoff wurde in das Oxalat 
umgewandelt und dann der Analyse unterworfen. 

0,2044 g Substanz gaben 48,90 ccm N bei 23,5° C. und 
796 mm B. 

Berechnet fiir 2 CO(NH,), - C,H,0,: Gefunden: 

N 26,71°/o 26,82°/o. 


Verarbeitung des Phosphorwolframsidurenieder- 
schlages. 


Der Niederschlag wurde durch Baryt von Phosphorwolfram- 
siure und durch Kohlensiiure vom tiberschiissigen Baryt befreit; 
es resultierte eine basenreiche LOsung. Aus dieser LOsung fallte 
ich Purinbasen und Hexonbasen mit Silbernitrat und Baryt voll- 
stiindig aus, fiillte die von den Silberverbindungen abfiltrierte 
Fliissigkeit, nachdem der Uberschu8 von Silber und Baryt durch 
Salzsiiure und Schwefelsiiure entfernt war, auf ein bekanntes 
Volumen auf, verwandte einen kleinen gemessenen Teil davon 
zur Stickstoffbestimmung und verarbeitete die tibrigbleibende 
grofere Menge auf Ornithin. 

Es wurden in der von Purin- und Hexonbasen befreiten 
Fliissigkeit, auf das Gesamtfiltrat berechnet, gefunden: 0,2190¢ N. 
Dieser Stickstoff riihrte sicherlich zum grOften Teil von Or- 
nithin her. 

Zum Nachweis von Ornithin wurde die silber- und barytfreie 
F'liissigkeit mit Natronlauge und Benzoylchlorid durchgeschittelt 
und dann mit Salzsiiure angeséuert; die dabei ausgeschiedene 
Krystallmasse wurde nach dem Auswaschen mit Wasser mit 
Ather geschiittelt und zweimal aus Alkohoi umkrystallisiert. 
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Die so gereinigten Krystalle zeigten die charakteristische Kry- 
stallform der Ornithursdure, schmolzen bei 181,6° und gaben 
bei der Analyse folgende Werte. 

0,1794 g¢ Substanz lieferten 13,89 ccm N bei 25° C. und 
796,8 mm b. 

Berechnet fiir C,,H,,N,O,: Gefunden : 
N 8,25°/o 8,59°%/o. 

Portion B. Zur Kontrolle wurden 100 ccm Prefsaft mit 
1000 ecm Wasser, 15 ecm Chloroform und 25 ecm Toluol durch- 
geschiittelt und in den Brutschrank gestellt. Nach 5 Tagen 
wurden die Digestionsprodukte auf die gleiche Weise behandelt, 
wie bei Portion A. 

Ks ergab sich, daB im Phosphorwolframsiurefiltrate 
0.1170 g N vorhanden waren, wiihrend die Menge des durch 
Phosphorwolframsiiure fiillbaren und durch Silbernitrat und 
Barytwasser nicht fiillbaren Stickstoffes 0,034 g betrug. Es ge- 
lang mir jedoch nicht, eine Spur von Harnstoff und Ornithin 
unter den Digestionsprodukten nachzuweisen. 

Zwei andere Versuche, welche unter den gleichen Be- 
dingungen angestellt wurden, wie sie oben geschildert sind, 
zeigten tibereinstimmend, da bei der Digestion des Arginins 
mit dem Stierhodenprefsaft stets der Abbau in Harnstoff und 
Ornithin erfolgte. Es kann also kein Zweifel dartiber 
bestehen, dafi ein Ferment in Stierhoden vorkommt, 
welches befihigt ist, das Arginin unter Bildung von 
Harnstoff und Ornithin zu spalten. 


II. Desamidasen. 
(Bearbeitet von Dr. K. Kato.) 


J. Mochizuki und Y. Kotake') haben durch sorgfaltige 
Untersuchungen festgestellt, dafi bei der Autolyse der Stier- 
hoden allmiithlich der durch Magnesia austreibbare Stickstoff 
zunimmt. Auf Grund dieser Beobachtung glaubten sie annehmen 
zu diirfen, dab die langdauernde Autodigestion der Stierhoden 


' J. Mochizuki und Y. Kotake, Diese Zeitschrift. Bd. 43, 5S. 166. 
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Ammoniakbildung verursacht, denn der Magnesiastickstoff be- 
steht im wesentlichen aus Ammoniak. 

5. Lang!) prifte die Stierhoden auf ihre Fiihigkeit, aus 
den zugesetzten Aminoverbindungen Ammoniak abzuspalten, 
und kam zum Resultat, dal bei der Digestion des Asparagins 
und Glukosaminchlorhydrates mit zerriebener Hodenmasse unter 
Zusatz von Toluol der Stickstoff des ersteren voéllig und der 
des letzteren teilweise als Ammoniak abgespalten wurden, 
wiihrend das Glykokoll unter denselben Bedingungen fast un- 
veriindert blieb. Bemerkt sei hier, dab die Zerlegung des As- 
paragins und Glykosaminchlorhydrates nicht durch gekochten 
Stierhoden erfolgte. 

Da S$. Lang nichts iiber das Verhalten des Harnstoffes 
gegen Stierhoden angegeben hat, und da die tierischen Desami- 
dasen nicht wahllos auf die Aminoverbindungen einwirken, so 
ist es von Interesse, zu priifen, ob nicht ein Harnstoff spal- 
tendes Ferment in den Stierhoden enthalten sei ? 


Versuch 1. 


Die fein zerriebene Hodenmasse wurde mit dem doppelten 
Volumen chloroformhaltiger Ringerscher Lésung (10 cem 
Chloroform in 1 |) durchgeschiittelt und nach 12 stiindigem 
Stehenlassen bei Zimmertemperatur abkoliert. Um die Wirkung 
dieses Auszuges auf Glykokoll, Asparagin und Harnstoff zu er- 
mitteln, verfuhren wir wie folgt: 


Probe a) 50 ccm Extrakt ohne Zusatz Mit Toluol 
» b)d0 » » — -- 0,9 g Glykokoll | iherschichtet und 96 
» ¢)d0 » -- 0,5 » Asparagin Stunden im Brutofen 
d) 50° » 0,5 » Harnstoff digeriert. *) 





Bei allen digerierten Proben haben wir das Eiweif nach 
der Vorschrift von P. Rona und L. Michaelis*) mit kollo- 
idalem Eisenoxyd und Magnesiumsulfat entfernt und das Am- 


!) S. Lang, a. a. U. 

2) Die Sterilitat der digerierten Proben wurde durch Ausstriche 
auf einen festen Nihrboden und Impfung in schwach alkalische Bouillon- 
losung festgestellt. 

5) P. Rona und L. Michaelis, Biochem. Zeitschrift, Bd. 7, 5S. 3382. 
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moniak in der eiweibfreien Fliissigkeit nach der Angabe von 
M. Kriiger und O. Reich!) bestimmt. 














Digestionsdauer Menge des gefundenen Ammoniaks in mg 
in Stunden Probe a Probe b | Probe e¢ Probe d 
eI) 25,9 25,9 170.6 25,9 





Versuch 2. 


Mit Toluol 


Probe a) 50 ecm Extrakt ohne Zusatz : j 
iiberschichtet und 96 


F m me y: . j . 7 
b) ov , “ g Asparagin Stunden bei Bruttem- 
c) D0 ++ 0,5 g Harnstoff peratur digeriert. *) 





Die Herstellung des Hodenextraktes und die Bestimmung 
des Ammoniaks erfolgten genau nach dem bei Versuch 1 be- 
nutzten Verfahren. 

— a ____________ ] 











Digestionsdauer Menge des gefundenen Ammoniaks in mg 
in Stunden Probe a Probe b Probe ¢ 
5 20,5 170.6 20,5 





Versuch 3. 
Probe a) 50 cem gekochten Extraktes -- 
0.5 g Asparagin 
b) 50 cem Extrakt —+- 0,5 g Asparagin 


schichtet und 120 
Stunden bei Bruttem- 
peratur digeriert. ?) 


| Mit Toluol iiber- 


Die Bereitung des Hodenextraktes und die Bestimmung 
des Ammoniaks geschahen auf die oben beschriebene Weise. 














Digestionsdauer Menge des gefundenen Ammoniaks in mg 
in Stunden Probe a Probe b 
120) 6.0 54,0 





‘) M. Kriiger und O. Reich, Diese Zeitschrift, Bd. 39, 5S. 165. 
*) Die Sterilitat der digerierten Proben wurde durch Ausstrich auf 
einem festen Nihrboden und Impfung in schwach alkalischer Bouillon- 


ldsung festgestellt 
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In bestatigung der Angabe von S. Lang zeigen 
die vorstehenden Versuche, dab die Stierhoden ein 
Asparagin spaltendes Ferment enthalten, welches 
durch Kochen vollig vernichtet wird. Das Glykokoll 
und der Harnstoff aber scheinen nicht durch Stier- 
hoden angegriffen zu werden. Somit ist die Frage nach 
dem Vorkommen der Urease in Stierhoden im nega- 
tiven Sinne entschieden. 


III. Nuclease. 

Trasaburo Araki!) unterwarf zuerst das Verhalten der 
Thymusnucleinsiiure gegen Leber- und Milzextrakt einer ge- 
naueren Priifung und fand dabei, dab unter dem EinfluB von 
diesen beiden Organextrakten eine Umwandlung der gelatinésen 
Thymusnucleinsiure erfolgt, indem aus ihr eine leichter lésliche 
Siiure entsteht. Er zeigte ferner, daB bei langdauernder Di- 
gestion der Darmschleimhaut der Gehalt derselben an Gesamt- 
nucleinsiiure eine erhebliche Abnahme erfihrt. Kurz darauf 
erbrachte F. Sachs?) den Nachweis dafiir, dafi ein Nuclein- 
siiure spaltendes Ferment, eine Nuclease, in der Pankreasdrtise 
enthalten ist, welche leicht durch Trypsin zerstort wird. Zu 
iithnlichen Resultaten fiihrten auch die Versuche von Emil 
Abderhalden und Alfred Schittenhelm,*) welche zu dem 
Zwecke angestellt wurden, AufschluB tiber den Ab- und Aufbau 
der Nucleinsiure im tierischen Organismus zu gewinnen. Hier 
ergaben sich niimAch eine Reihe von Tatsachen, welche auf 
das Vorkommen der Nuclease in einem wisserigen Extrakte 
von Rinderpankreas und Rinderdarm hinweisen. 

Beziiglich der Verbreitung der Nuclease im Pflanzenreich 
verweise ich auf die nachstehende Abhandlung von K. Kato. 


Versuch f. 
200 g zerhackter Stierhoden wurden mit der doppelten 


') T, Araki. Diese Zeitschrift, Bd. 38, S, 54. 

2) F. Sachs, Diese Zeitschrift, Bd. 46, 8. 337. 

3) KE, Abderhaldenu. A. Schittenhelm, Diese Zeitschrift, Bd. 47, 
S. 452. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie. LXXV., ow 
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Wassermenge extrahiert und vom Auszug 3 gleiche Portionen 
von je 50 ccm abgemessen. 

Portion A. 5 g thymusnucleinsaures Natrium wurden 
in 150 cem geldst, mit 50 cem des obigen Extraktes versetzt 
und 72 Stunden lang unter Zusatz von 15 cem Toluol im Brut- 
schrank digeriert. Die Fliissigkeit wurde nun mit 20 g Natrium- 
acetat versetzt und mit einer 20°/oigen Tanninlésung gefillt, 
solange ein Niederschlag entstand, der Niederschlag abfiltriert 
und mit einer 10°/oigen Natriumacetatl6sung ausgewaschen. 
Zur Entfernung des tberschiissigen Tannins wurden Filtrat 
und Waschwasser vereinigt, mit Bleiessig versetzt, solange noch 
die Entstehung eines Niederschlages zu beobachten war, die 
vom Bleitannat abfiltrierte L6sung dann durch Schwefelwasser- 
stoff von geléstem Blei befreit. Die bleifreie Fliissigkeit wurde 
zum Vertreiben des Schwefelwasserstoffes im Vakuum bei 35 
bis 40° auf ca. 100 ccm eingeengt und mit einer ammoniaka- 
lischen Silberlésung gefiillt. Diese Silberfallung, welche haupt- 
siichlich aus Silberverbindungen der Purinbasen bestand, wurde 
mit Wasser ammoniakfrei gewaschen und zur Stickstoffbestim- 
mung nach Kjeldahl verwendet; es wurden gefunden: 0,0996 g 
Purinbasenstickstoff. 

Portion Bb. 5 g thymusnucleinsaures Natrium wurden 
in 150 cem gelost, mit 50 cem Hodenextrakt versetzt, eine 
Stunde lang gekocht und dann nach dem Ersatz des ver- 
dunsteten Wassers bei Gegenwart von 15 ccm Toluol im Brut- 
schrank digeriert. Nach 72stiindiger Digestion wurde die 
Fliissigkeit genau nach oben beschriebenem Verfahren auf Purin- 
basenstickstoff verarbeitet. Die Menge des gefundenen Purin- 
basenstickstoffs betrug 0,0201 g. 

Portion C. 50 cem Hodenextrakt +- 150 ccm Wasser 
-+- 15 ecm Toluol. Nach 72stiindiger Digestion wurde die 
Fliissigkeit auf die gleiche Weise behandelt wie die Portionen 
A und B.1) Die Menge des gefundenen Purinbasenstickstoffs 


’ 


hetrug 0,426 g. 


') Die Sterilitat der Portionen A, Bund C wurde durch Ausstriche 
auf einem festen N&ihrboden und Impfung in schwach alkalischer Bouillon- 


losung festgestellt. 
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Der besseren Ubersicht halber sind die Resultate in 
folgender Tabelle zusammengestellt. 
Tabelle 1. 

















| Dauer | Menge des |Menge des zuge- IMenge sie 
Num-| der | verwandten | setzten thymus- gefunde- 
| Digestion Extraktes | nucleinsauren nen Purin- Bemerkungen 
mer | in und Wassers, Natriums | basen-N 
| Stunden incem | in g | ing 
A | 72 50 +- 150 dD | 0,0996 nicht gekocht 
B 72 50 -++ 150 | 5) | 0,0201 gekocht 
Cc | 72 50 -+- 150 | 0 — 0,0426 © nicht gekocht 


Versuch 2. 

Aus fein zerhackter Hodemasse wurde der Prebsaft nach 
dem Verfahren von E. Buchner hergestellt und in 3 gleiche 
Portionen von je 75 cem geteilt. 

Portion A. 75 ccm Prefsaft -+- 2 g thymusnucleinsaures 
Natrium in 100 ccm Wasser gelést -++- 2,5 ccm Chloroform 
+. 10 cem Toluol. Nach 84stiindigem Verbleiben im Brut- 
schrank wurde die Mischung durch Zusatz von einigen Tropfen 
verdiinnter Essigsiiure und Kochen moglichst von Eiweibstoffen 
befreit und dann zur Fiillung der Phosphorsiiure mit Ammoniak- 
und Magnesiamischung versetzt; es wurden gefunden: 0,21045 g 
Mg,P,0, = 0,12835 g P,O,. 

Portion B. 75 ecm Prefbsaft +- 100 ccm Wasser 
+. 2,5 cem Chloroform -+ 10 ccm Toluol. Nach 84stiindiger 
Digestion bei Bruttemperatur wurde die Mischung ebenso be- 
handelt, wie Portion A. Es wurden gefunden: 0,14535 g Mg,P,0, 
= 0,09261 g P,O.. 

Portion C. 75 ccm Prefsaft +- 2 g thymusnucleinsaures 
Natrium in 100 cem Wasser geliést. Die Mischung wurde ge- 
kocht und nach dem Ersetzen des verdampften Wassers und 
unter Zusatz von 2,5 cem Chloroform und 10 ccm Toluol bet 
Bruttemperatur digeriert.!) Bei der nach 84stiindiger Digestion 

4) Die Sterilitit der Portionen A, Bund C wurde durch Ausstriche 
auf emem festen Nihrboden und Impfung in schwach alkalischer Bouillon- 
losung festgestellt. 

30* 
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ausgefiihrten Phosphorsiurebestimmung wurden in der Mischung 
gefunden: 0,07590 g Mg,P,0, = 0,04836 g P,O,. 


Tabelle 2. 











Dauer Menge des Menge des zuge- Menge 
Num- der verwandten  setzten thymus-| des ge- 
Digestion Prefsaftes | nucleinsauren  fundenen’) Bemerkungen 
mer in und Wassers Natriums P.O, 
Stunden in cem in g in g 
A 84 75 + 100 2 0,12835 | nicht gekocht 
B 8+ 75 -- 100 0 0,09261 | » > 
c 84 75 -- 100 2 0,04836 | gekocht 


Aus den erwahnten Versuchen labt sich schlieBen, 
dali eine Nuclease im Stierhoden enthalten ist, welche 
bei neutraler oder schwach saurer Reaktion nicht 
allein die in Hodengeweben vorhandenen Nucleopro- 
teide, sondern auch die zugesetzte Thymusnuclein- 
siiure in Purinbasen und Phosphorsiure zu spalten 
vermag. 

Im AnschluB an die erwiihnte Tatsache moéchte ich hier 
hervorheben, dafi D. Barfurth!) bereits an den Hoden der 
Bachforelle beobachtet hat, daf unter normalen Verhiiltnissen 
die Verfliissigung der Geschlechtsstoffe stattfindet. Dieser Be- 
fund kann sicher auch durch das Vorkommen einer wirksamen 
Nuclease erkliirt werden. 


IV. Ein Salicin spaltendes Ferment. 

Daf die Organe der Siiugetiere spaltend auf Salicin, sowie 
Helicin und Arbutin einwirken, scheint H. Grisson?) zuerst 
erkannt zu haben. Er digerierte die genannten Glykoside mit 
der aus dem eben getéteten Kaninchen entnommenen Leber 
und Niere und konnte konstatieren, daB dieselben dabei eine 
Spaltung erlitten, Die Muskeln und das Blut dagegen zeigten 
unter denselben Bedingungen keine spaltende Wirkung. 


') PD. Barfurth, Archiv f. mikroskop. Anatomie, Bd. 27, S. 128. 
*) H. Grisson. Malys Jahresbericht, Bd. 17, 5. 91. 
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Aus den Versuchen von Kaoru Omi!) ergab sich: «die 
Leber und Niere des Pflanzenfressers (Kaninchen, Hammel, 
Rind und Schwein) enthalten ein Salicin spaltendes Enzym, 
das in den Organextrakten der Fleischfresser in manchen Fiillen 
nicht, in anderen nur mit schwacher Wirkung nachweisbar ist. » 
Im AnschluB an diese Versuche teilte er die merkwiirdige Be- 
obachtung mit, dali die Leber von Hunden dann eine «Kmulsin- 
wirkung» zeigte, wenn ihnen vorher das Pankreas exstir- 
piert wurde. 

Diese letztere Beobachtung aber konnte Chosaburo 
Kusumoto?) nicht bestatigen, indem er geringere Ausscheidung 
der Atherschwefelsiiuren nach Eingabe von Salicin beim pan- 
kreaslosen Hunde fand, als beim normalen. 

Zur Entscheidung der Frage, ob die Stierhoden auch im- 
stande seien, Salicin zu spalten, stellte ich die folgenden Ver- 
suche an. 

Versuch 1. 

Die frischen Stierhoden wurden von der Kapsel befreit 
und zerhackt; von der zerhackten Masse wurden zwei Portionen 
zu je 25 g abgewogen und auf die folgende Weise behandelt. 

Portion A. 25 g Hodenmasse -+- 2 g Salicin -- 250 cem 
Chloroformwasser. Nach 12stiindigem Verbleiben im Brut- 
schrank wurde die Mischung koliert, zum Sieden erhitzt, tropfen- 
weise mit verdiinnter Essigsiiure versetzt und filtriert. Das 
Filtrat wurde nach dem Erkalten ausgeiithert, die iitherischen 
Ausztige verdunstet, der Riickstand mit wenig Wasser auf- 
genommen und mit einem Tropfen EisenchloridlOsung versetzt: 
es trat sofort eine Biaufiirbung ein. 

In dem nicht in den Ather tibergegangenen Anteile konnte 
ich nicht mit Sicherheit Traubenzucker nachweisen. 

Portion B. 25 g Hodenmasse -+- 2 g Salicin 4- 250 cem 
Chloroformwasser. Die Mischung wurde nach dem Kochen 
12 Stunden lang im Brutschrank digeriert, darauf in der gleichen 
Weise behandelt, wie die Portion A.*) Im Atherextrakt lief 

1) K. Omi, Biochem. Zeitschrift, Bd. 10, 5. 258. 


) 


2) Ch. Kusumoto, Biochem. Zeitschrift, Bd. 10, 5. 264. 
3) Die Portionen A und B erwiesen sich als steril. 
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sich keine Spur von der Substanz nachweisen, welche die Eisen- 
chloridreaktion gibt. 
Versuch 2. 

300 g zerhackte Hodenmasse wurde mit 1500 cem Chloro- 
formwasser durchgeschiittelt, 24 Stunden lang bei Zimmer- 
temperatur stehen gelassen und dann koliert. Von diesem Ex- 
trakte wurden zwei Portionen zu je 250 ccm abgemessen und 
auf die folgende Weise behandelt. 

Portion A. 250 ccm chloroformhaltiger Hodenextrakt 
-_ 2g Salicin. Nach 12stiindigem Stehenlassen im Brutofen ver- 
arbeitete ich die Mischung genau nach demselben Verfahren 
wie bei Versuch 1. Die wisserige Lésung, welche aus dem 
Atherextrakt nach dem Verdunsten des Athers hergestellt wurde, 
gab Eisenchloridreaktion. 

Portion B. 250 ecem chloroformhaltiger Hodenextrakt 
-|-2 g Salicin. Die Mischung wurde zuerst zum Sieden erhitzt 
und dann auf 12 Stunden in den Brutschrank gestellt. Die Ver- 
arbeitung der digerierten L6sung geschah nach demselben Ver- 
fahren wie bei Portion A.!) Die Eisenchloridreaktion, die mit 
der aus dem Atherauszug bereiteten wiisserigen Lésung an- 
gestellt wurde, fiel negativ aus. 

Aus den geschilderten Versuchen geht hervor, 
da die Stierhoden die Spaltung des Salicins bewirken. 
Da nun diese Wirkung bei Ausschlu8B von Miroorga- 
nismen zustande kommt und nach dem Erhitzen vollig 
verschwindet, besteht kein Zweifel dariiber, daB sie 
an das Vorkommen eines Salicin spaltenden Fermentes 
gebunden ist. Ob dieses Ferment mit dem Emulsin 
identisch ist, bleibt vorliufig dahingestellt, denn ich 
fand in Ubereinstimmung mit der Angabe von C. Her- 
vieux?) die Stierhoden véllig unwirksam auf Amygdalin. 


Resimee. 


1. InStierhoden kommt ein Ferment vor, welches 
die Fahigkeit besitzt, das Arginin in Ornithin und 
Harnstoff zu spalten. 


') Die Portionen A und B erwiesen sich als steril. 
*) (. Hervieux, a. a. O. 
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2. DieIntensitat der desamidierenden Wirkung der 
Stierhoden wechselt sehr bei verschiedenen Amino- 
verbindungen; so beobachtet man reichliche NH,- 
Bildung durch Stierhodenextrakt aus Asparagin, 
wihrend das Glykokoll und der Harnstoff unter 
gleichen Bedingungen keine nennenswerte Zerlegung 
erleiden. Ob dieser Unterschied in bezug auf die des- 
amidierende Wirkung in dem Sinne zu erkliren ist, 
dafi es verschiedene Fermente gibt, die nur auf be- 
stimmte Aminoverbindungen einwirken, muf durch 
weitere Untersuchung entschieden werden. 

3. Ein nucleinsdurespaltendes Ferment labt sich 
mit Sicherheit in Stierhoden nachweisen. Es scheint 
der vollstandige Abbau der Nucleinsidiuren durch dieses ° 
Ferment zustande gebracht zu werden. 

4. Der Stierhodenauszug wirkt, wenn auch nicht 
energisch, spaltend auf Salicin ein, nicht aber auf 
Amygdalin. 








Uber Fermente in BambusschéBlingen. 


Von 
Kan Kato. 


Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat zu Kyoto.) 


Der Redaktion zugegangen am 6, Oktober 1911.) 


Nachdem durch die Untersuchungen von Y. Kosai!) und 
von Ginzaburo Totani?) dargetan worden war, daf in Bam- 
busschOflingen die Abbauprodukte der Eiweifstoffe und die 
Purinbasen in nachweisbarer Menge vorhanden sind, und ferner 
mancherlei Beobachtungen auber Zweifel gestellt hatten, dah 
im pflanzlichen Stoffwechsel Fermente eine ebenso grofe Rolle 
spielen wie im tierischen, erschien es von Interesse, die Fragen 
zu verfolgen: ob die oben erwiéhnten Produkte ihre Entstehung 
der fermentativen Spaltung ihrer Muttersubstanzen, der Eiweil- 
stoffe und der Nucleinstoffe, verdanken, ob auber den proteoly- 
tischen Fermenten und der Nuclease noch irgend ein Ferment 
in Bambussechodflingen nachzuweisen ist? Zur Entscheidung 
dieser Fragen sind die folgenden Versuche angestellt worden. 


1. Nuclease. 


Die Versuche, welche von Béchamp, Schiitzenberger, 
Salkowski, Hahn und Geret u. a. angestellt wurden, fihrten 
zur Erkenntnis, daf in Hefezellen ein nucleinséiurespaltendes 
Ferment sicher in wirksamem Zustande existiert. Leonid 
Iwanoff*) entdeckte dann in Schimmelpilzen ein Ferment, 
welches die Thymusnucleinsiure in ihre Komponenten abzu- 
bauen vermag, und bezeichnete es als Nuclease. Aus den Unter- 


') Y. Kosai, Bulletin of imperial college of agriculture and dendro- 
logy Komaba, Tokyo, 1890, No. 7, 5S. 37—46. 
2) G. Totani, Diese Zeitschrift, Bd. 62, S. 113. 
) L. Iwanoff. Diese Zeitschrift, Bd. 39, S. 31. 
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suchungen tiber die Spaltung der Hefenucleinsiiure durch Bak- 
terien von A. Schittenhelm und F. Schroetter!') ergaben 
sich auch eine Reihe von Tatsachen, welche auf die Existenz 
der Nuclease in Bakterien hinweisen. Von Wichtigkeit bleibt 
endlich noch hervorzuheben, dab es Tamau Kikkoji?) gelang, 
die Nuclease aus einem in Japan einheimischen Hutpilze, Corti- 
nellus edodes, darzustellen und ihre Wirkung genau zu ermitteln. 

Bei den Versuchen, tiber welche im folgenden berichtet 
wird, kam der Prefsaft aus BambusschoBlingen zur Verwendung, 
der auf die folgende Weise hergestellt wurde: 

7 ke der von der Rinde befreiten, fein zersehnittenen 
Bambusschoflinge wurden in ein starkes baumwollenes Tuch 
eingeschlagen, auf die Prebplatte gelegt, mit einem vielfach 
durchlochten Prefkorb aus verzinntem Stahlblech umgeben und 
darauf unter starkem Druck in einer Handpresse ausgeprebt. 
Der so bereitete, durch Filtrierpapier filtrierte Prefsaft stellte 
eine diinne Fliissigkeit von gelber Farbe und von einem eigen- 
tiimlichen Geruch und Geschmack nach Bambussehoblingen dar. 


Die Reaktion war neutral. 


Versuch 1. 


Probe al. 0,2 g thymusnucleinsaures Natron wurden in 
10cem heibem Wasser gelést, nach dem Erkalten mit 10 cem 
PreBsaft durchgemischt und unter Zusatz von 1 cem Toluol bei 
Bruttemperatur digeriert. 

Nach 24stiindiger Digestion wurde die LOsung zur Koagu- 
lation der darin vorhandenen Eiweibstoffe mit geringer Menge 
von Essigsiiure und Kochsalz gekocht, nach dem Erkalten durch 
Ersetzen des verdampften Wassers auf 20 ccm gebracht und 
dann filtriert. Aus 10 ccm dieses Filtrates wurde die Phosphor- 
siure in der bekannten Weise durch Zusatz von Magnesia- 
mischung als MgNH,PO, niedergeschlagen und als Mg,P,0, 
gewogen. Auf die ganze Probe umgerechnet wurden gefunden : 
0,0209 g Mg,P,0, = 0,0133 g P.O. 

1! A. Schittenhelm u. F. Schroetter, Diese Zeitschrift, Bd. 39, 
S. 203. Bd. 40, S. 62 u. S. 70. Bd. 41, S. 284. 


2) T. Kikkoji. Diese Zeitschrift. Bd. 51, 5. 201 
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Probe a2. (Kontrollprobe.) 0,2 g thymusnucleinsaures 
Natron in 10 ccm Wasser gelést + 10 ccm gekochter Prefsaft. 
Die Mischung wurde bei Gegenwart von Toluol 24 Stunden lang 
bei Bruttemperatur digeriert und dann auf Phosphorsaure ver- 
arbeitet. Es wurden gefunden: 0,0041 g Mg,P,0, = 0,0026 g P,O.. 

Probe bi. 0,2 g thymusnucleinsaures Natron in 10 ccm 
Wasser geldst -+- 10 ccm Prefsaft -- 1 ccm Toluol. Die Mischung 
wurde 24 Stunden lang im Brutraum digeriert und auf die 
oben beschriebene Weise auf Phosphorsiiure verarbeitet. Es 
wurden gefunden: 0,0213 g Mg,P,0, = 0,0136 g P,O;. 

Probe b2. (Kontrollprobe.) 0,2 g thymusnucleinsaures 
Natron in 10 cem Wasser geldst -+ 10 ccm gekochter Pref- 
saft +- 1 cem Toluol. Nach 24stiindiger Digestion wurde die 
Mischung auf Phosphorsiure verarbeitet. Es wurden gefunden: 
0,0053 g Mg,P,0, = 0,0034 g P,O;. 

Probe c1. 0,2 g thymusnucleinsaures Natron in 10 ccm 
Wasser gelést -+- 10 cem Prefsaft + 1 cem Toluol. Nach 51 stiin- 
diger Digestion wurde die Mischung auf Phosphorsiéure ver- 
arbeitet. Es wurden gefunden: 0,0395 g Mg,P,0, = 0,0252 gP,,0.. 

Probe c2. (Kontrollprobe.) 0,2 g thymusnucleinsaures 
Natron in 10 ccm Wasser gelést -|- 10 ccm gekochter Prel- 
saft+-1cecm Toluol. Nach 51stiindiger Digestion wurden aus 
der Mischung erhalten: 0,0064 g Mg,P,0, = 0,0041 g P,O;. 

Die Sterilitét der digerierten Proben war durch Ausstriche 
auf einem festen Naihrboden und Impfung in schwach alkalische 
Bouillonl6sung festgestellt. 

Der bequemeren Ubersicht halber sind die Resultate in 
folgender Tabelle zusammengestellt. 

Die Versuchsergebnisse zeigen unzweideutig, dab 
bei der Digestion des thymusnucleinsauren Natrons 
mit dem Prebsafte aus Bambussch6Blingen Phosphor- 
siiure in reichlicher Menge entsteht. Die geringe Menge 
der Phosphorsiiure, welche in den Kontrollproben gefunden 
wurde, riihrt sicher von den im Prefsafte préformierten Phos- 


phaten her. 
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Tabelle 1. 


| 











Nummer! Dauer | Menge des | Menge | Menge | 
; | . | verwendeten| des ver- | der ge- | 
'der Di- : : 
der | . _ nucleinsauren’ wendeten  fundenen Bemerkungen 
oe | gestion | Natrons ‘Prefisaftes P.O, 
/ in Std. in ¢g / in eem in g 
al | 24 02 | 10 | 00133 Sosa crachen 
| relssatt versetzt 
| ’ akochte 
a2 | 24 (),2 10 — 0,0026 mt Com aa mien 
Prefsaft versetzt 
bt | 2 | op 10 | 
refsaft versetzt 
; 
b2 | 2h 0,2 e te oe 
H Sc 7ers A 
c2 «d|:«CODA 0.2 10 0,004 mit dem gekochten 


Prefisaft versetzt 


Versuch 2. 


Dieser Versuch wurde zum Zwecke angestellt, um die 
Frage zu entscheiden, ob bei der Wirkung des Bambussch6b- 
lingpreBsaftes auf das hefenucleinsaure Natron die Bildung von 
Purinbasen stattfindet. 

Probe al. 10ccm einer 2°/oigen Lésung von hefenuclein- 
saurem Natron -+- 10ccm PreBsaft-+- 1 ccm Toluol. Nach 24 stiin- 
diger Digestion bei Bruttemperatur wurde die Mischung in ein 
Becherglas hineingegossen, nach Zusatz von 2 g Natriumacetat 
mit einer 20°/oigen Tanninlésung vollstindig gefillt, abfiltriert 
und die Tanninfillung griindlich mit einer 10°/oigen Natrium- 
acetatldsung ausgewaschen. Man vereinigte das Filtrat mit dem 
Waschwasser, entfernte den Uberschu8 von Tannin durch Zusatz 
von Bleiessig, filtrierte ab und befreite das Filtrat von tiber- 
schiissigem Blei mittels Schwefelwasserstoffs. Die bleifreie 
Fliissigkeit wurde im Vakuum bei 35—38° auf ein kleines 
Volumen eingeengt und mit einer ammoniakalischen Silber- 
losung ausgefillt. 

Daf diese Silberfallung im wesentlichen aus den Silber- 
verbindungen der Purinbasen bestand, braucht nicht hervor- 
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eehoben zu werden. Die Silberfiillung wurde nun mit Wasser 
ammoniakfrel gewaschen und der Stickstoffbestimmung nach 
Kjeldahl unterworfen. Es wurden gefunden: 6,4 mg N. 

Probe a2. (Kontrollprobe.) 10 ccm einer 2°/o igen Losung 

von hefenucleinsaurem Natron + 10 ccm gekochter Prebsaft 

-~1 ccm Toluol. Nach 2%stiindigem Stehenlassen im Brutraum 
wurde die Mischung auf die gleiche Weise auf Purinbasen- 
stickstoff verarbeitet, wie bei Probe al. Es wurden gefunden: 
2.5m_e N. 

Probe bt. 10 cem einer 2° oigen LOsung von_hefe- 
nucleinsaurem Natron -- 10 cem Prefsaft 4+- 1eem Toluol. Die 
Mischung wurde 24 Stunden lang in den Brutschrank gestellt 
und dann auf Purinbasenstickstoff verarbeitet. Es wurden ge- 
funden: 6.7 mg N. 

Probe b2. (Kontrollprobe.) 10 cem einer 2 °/o igen Losung 
von hefenucleinsaurem Natron -+- 10 eem gekochter Prefsatt 
-+- 1ecm Toluol. Die Mischung wurde nach 24 stiindiger Digestion 
bei bruttemperatur in gleicher Weise behandelt, wie bei den 
sonstigen Proben. Es wurden gefunden: 2,7 mg N. 

Bei allen Proben fielen die Strichkultur auf festem Niihr- 
hoden und die Impfkultur in Bouillonl6sung voéllig negativ aus. 

Die folzende Tabelle gibt einen Uberblick iiber die ge- 


schilderten Versuchsergebnisse. 


Tabelle 2. 





Menge des | Menge | Menge des 





Nummer Dauer 
dase verwendeten. des ver- gefundenen 
der ~~ nucleinsauren wendeten Purinbasen- Bemerkungen 
on gestion Natrons  Prefisaftes. stickstoffs | 
in Std. in g in ccm in mg 
7 yy 9 10 G4 'mit dem frischen 
; is a | Prefsaft versetzt 
a2 di 0,2 10 > mit dem gekochten 
“? ‘i 7  Prefsaft versetzt 
hI -2 09 10 G7 mit dem frischen 
) val — / 
_ Prefisaft versetzt 
}2 7; 0.2 10 — mit dem gekochten 
) ~ — = 
, ‘ | Prefsaft versetzt 
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Aus der Tabelle geht hervor, dai bet der Di- 
gestion des hefenucleinsauren Natrons mit frischem 
BambusschoOBblingprebsafte der Purinbasenstickstoff 
eine bedeutende Zunahme erfihrt. Der in den Kontroll- 
proben aufgefundene Stickstoff gehirt zweifellos Purinbasen 
an, welche bereits in Bambusschoslinge vorgebildet sind; ich 
erinnere hier an die Beobachtungen von Y. Kosai!) und von 
G. Totani.?) 

Aus den angefiihrten Versuchsreihen ergibt sich 
die Tatsache, dafi der Prefbsaft aus BambusschéBb- 
lingen die Spaltung der zugesetzten Nucleinsiiure in 
Purinbasen und Phosphorséure bewirkt. Dab diese 
Spaltung fermentativer Natur ist, ist dadurch erwiesen, 
daB der vorher wirksame Prefsaft nach dem Erhitzen 
zum Sieden sich vOllig indifferent gegen Nuclein- 
siiure verhilt. 

2. Desamidasen. 


ln neuecrer Zeit sind Tatsachen bekannt geworden, welche 
dafiir sprechen, dafi Desamidasen sich grofer Verbreitung im 
Pflanzenreich erfreuen. 

K. Shibata®) konnte zeigen, dafi im Mycelium von Asper- 
villus niger ein Ferment vorhanden ist, welches Ammoniak 
aus Harnstoff, biuret, Acetamid und Asparagin abzuspalten 
vermag. Durch schdne Untersuchungen wurde von Felix 
Khrlich*) festgestellt, dab bei der Girung mit Hefe das 
Leucin und [soleucin eine Spaltung in die entsprechenden Amyl- 
alkohole sowie in Ammoniak und Kohlensiiure erleiden. Im 
AnschluB an diese Untersuchungen stellte J. Effront®) eine 
Anzahl von Versuchen mit der Bierhefe an und fand, dab in 
obergiirigen und Aerohefen, sowie in Amylobakter butylicus 
ein Ferment, ~Amidase», vorkommt, welches die Fiihigkeit 


twee, L ¢ 

2) G. Totani, I. c. 

3) K. Shibata, Hofmeisters Beitriige, Bd. 5. S. 384. 

‘) F. Ehrlich, Berichte d. deutsch. chem. Ges., Bd. 40, S, 1027 


und S. 2542. 
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besitzt, Asparagin, Asparaginsaure, Glutaminsiure und Leucin 
in Ammoniak und fliichtige Fettsiiuren iiberzufiihren. Daf aber 
diese Amidase merkwirdigerweise nicht immer in untergérigen 
Hefen aufzufinden ist, scheint er durch besondere Versuche 
dargetan zu haben, denn er schlief&t seine Abhandlung mit dem 
Wort: «Dans les levures de fermentation basse, la présence 
de cet enzyme nous parait incertaine. » 

T. Takeuchi,!) der auch bei den hoheren Pflanzen dieser 
Frage seine Aufmerksamkeit zuwandte, gibt an, daB es ihm 
gelang, ein Ferment in Sojabohnen, Glytine hispida, nachzu- 
weisen, welches die Abspaltung des Ammoniaks aus Harnstoff 
und Asparagin bewirkt. 

Bei den nachstehenden Versuchen fand auch der Preb- 
saft, welcher nach dem oben angegebenen Verfahren aus Bambus- 
schOBlingen hergestellt wurde, Anwendung. Die Bestimmung 
des Ammoniaks*) geschah stets nach der Methode von Kriiger 
und Reich. 

Versuch 1. 

Probe al. O,2 ¢ Harnstoff wurden in 10 ccm Wasser 
gelost, mit 10 cem Prefsaft versetzt und die Mischung unter 
Zusatz von 1 ecm Toluol fiir 20 Stunden in den Brutschrank 
gestellt. Es hatten sich gebildet: 5,1 mg NH. 

Probe a2 (Kontrollprobe). 0,2 g Harnstoff wurden in 
10 cem Wasser gelist und 10 ecm gekochter PreBbsaft nebst 
{ eem Toluol zugesetzt. Nach 20stiindiger Digestion bei brut- 
temperatur war keine Spur von NII, in diesem Gemisch nach- 
zuweilsen. 

Probe b1. 0,2 g Harnstoff in 10 ccm Wasser geldst -+- 
10 cem Prefsaft -- 1 ecm Toluol. 36 stiindige Digestion bei 
Bruttemperatur. Es hatten sich gebildet: 12,3 mg NH. 

Probe b2 (Kontrollprobe). 0,2 g Harnstoff in 10 ccm 
Wasser geldst -+ 10 ccm gekochter Prebsaft -- 1 ccm Toluol. 
36 stiindige Digestion im Brutraum. Keine Spur von Ammoniak 
im Gemisch. 

') T. Takeuchi. Journ. of the coll. of agric., Tokyo, Bd. 1, 5, 1—14. 

*) War Eiweifs in der Probe vorhanden, so wurde das Ammoniak 


immer nach dem Enteiweifen bestimmt. 
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Probe cl. 0,2 g Harnstoff in 10 ccm Wasser gelést -+- 
10 ecm Prefsaft -- 1 ccm Toluol. 51 stiindige Digestion im 
Brutraum. Es hatten sich gebildet: 15,8 mg NHg. 

Probe c2 (Kontrollprobe). 0,2 g Harnstoff in 10 ecm 
Wasser gelést +- 10 ccm gekochter Prefsaft -—- 1 ccm Toluol. 
51 stiindige Digestion im Brutraum. Im Gemisch war keine 
Spur von NH, nachzuweisen. 

Alle Proben erwiesen sich als steril. 

Die erhaltenen Befunde sind der Ubersicht wegen in der 
folgenden Tabelle zusammengestellt. 


Tabelle 3. 





























— ———_—_———____ pa aD 
Nummer | Dauer Menge Menge Menge 
der des ver- des ver- des 
der wendeten wendeten gebildeten Bemerkungen 
Prokeon Digestion Harnstoffs Prefisaftes|) NH, 
in Std. in g in ecm in mg 
| ‘ mit dem frischen 
é 20 0,2 10 5,1 Me” 
al Prefisaft versetzt 
| | mit dem gekochten 
2 20 0,2 10 | 0) ; © 
. Prefsaft versetzt 
| ; mit dem frischen 
b 36 0,2 10 12,3 aha 
' ” Prefisaft versetzt 
mit dem gekochten 
b2 i¢ 0,2 10 () lem § 
” Prefisaft versetzt 
‘ mit dem frischen 
C 1 0.2 10 15.8 
I Prefsaft versetzt 
‘i 1 0.2 10 0 mit dem gekochten 


Prefisaft versetat 

Bei allen Proben, al, b1 und el, ist somit mit 
Sicherheit erwiesen, dah der BambusschoOfSlingpreB- 
saft iber ein ureasedhnliches Ferment verfiigt, wel- 
ches bei neutraler Reaktion rasch den Harnstoff an- 
greift und zur Bildung von Ammoniak fiihrt. 

Versuch 2. 

Probe al. 0,2 g Asparagin in 10 cem Wasser gelist -| 
10 ccm Prefisaft -- 1 cem Toluol. 20stiindige Digestion bei 
Bruttemperatur. Die Menge des gebildeten Ammoniaks = 0,5 mg. 

Probe a2 (Kontrollprobe). 0,2 g Asparagin in 10 ecm 
Wasser gelést -+- 10 ccm gekochter Prefsaft -!- 1 cem Toluol. 
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20 stiindige Digestion im Brutraum. Die Mischung war vollig 
frei von Ammoniak. 

Probe bi. 0,2 g Asparagin in 10 ccm Wasser gelést +- 
10 com PreBsaft + 1 cem Toluol. 386stiindiges Stehenlassen 
im Brutraum. Die Menge des gebildeten Ammoniaks = 0,5 mg. 

Probe b2 (Kontrollprobe). 0,2 g Asparagin in 10 cem 
Wasser gelost -- 10 ccm gekochter Prefsaft -- 1 ccm Toluol. 
Das Gemisch war nach 36stiindiger Aufbewahrung bei Brut- 
temperatur vollig frei von Ammoniak. 

Probe el. 0,2 g Asparagin in 10 cem Wasser gelost +- 
10 com Prefsaft -—- 1 ccm Toluol. 51 stiindige Digestion bei 
Bruttemperatur. Die Menge des gebildeten Ammoniaks — 0,3 mg. 

Probe c2 (Kontrollprobe). 0,2 g Asparagin in 10 ccm 
Wasser gelost -—- 10 cem gekochter Prefsaft -- 1 ccm Toluol. 
D1 stiindige Digestion im Brutraum. Das Gemisch war ganz 
frei von Ammoniak. 

Bei allen Proben wurde jede Einwirkung von Mikro- 
organismen vollkommen ausgeschlossen. 

Die gewonnenen Resultate sind tibersichtlich in die fol- 


gende Tabelle eingetragen. 


Tabelle 4. 























Nummer Dauer | Menge | Menge Menge 
rm des ver- des ver- des 
der wendeten wendeten gebildeten , Bemerkungen 
oe Digestion Asparagins Prefisaftes Ammoniaks 
in Std. | in g in cem in mg 
; ‘ 9 + mit dem frischen 
al 20 02 10 0.5 oe 
Prefisaft versetzt 
a? 2) 02 10 0 'mit dem gekochten 
siti os a | Prefisaft versetzt 
bt an n° 10 QF mit dem frischen 
) Ob Vz oO Prefisaft versetz 
rebsait versetzt 
b2 2G 9 10 | 0 mit dem gekochten 
ye ob UZ Prefisaft v tzt 
refssaft versetz 
ol 7 09 10 0.3 mit dem frischen 
ai ' Prefsaft versetzt 
. = 09 10 ( mit dem gekochten 
Ce ) Pref f rersetzt 
rebsait versetz 
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Aus den Versuchsresultaten laBt sich erkennen, 
dafi bei Einwirkung von Bambussch6éblingprebsaft das 
Asparagin eine sehr geringe Menge Ammoniak abgibt. 
Diese ammoniakabspaltende Wirkung aber geht dann 
dem Prefsaft ab, wenn er zum Sieden erhitzt wird. 

Weiter nahm ich auch die Untersuchung iiber 
die Einwirkung von BambusschoéSlingprebsaft auf das 
Glykokoll vor, vermochte jedoch die Bildung von 
Ammoniak in keinem Fall zu beobachten. 

FaBt man die Ergebnisse der vorliegenden Versuche zu- 
sammen, so ergibt sich: 

1. In BambusschoBlingen findet sich ein Ferment, 
welches die Abspaltung von Ammoniak aus Harnstoff 
und Asparagin bewirkt. 

2. Das Ferment greift das Glykokoll nicht an. 


3. Proteolytische Fermente. 


Beziiglich der proteolytischen Fermente in Bambussch6b- 
lingen konnte ich folgendes konstatieren: der auf die iibliche 
Weise bereitete Prefisaft greift bei neutraler Reaktion und 
Bruttemperatur das Fibrin an. Diese Wirkung aber wird durch 
Kochhitze vollstindig aufgehoben. 

Die Untersuchung tber die Natur des fibrinlésenden Fer- 
mentes in BambusschOBlingen und die Abbauprodukte, welche 
unter Einwirkung dieses Fermentes aus den _ verschiedenen 
Eiweifstoffen entstehen, ist bereits im Gang und ich _ behalte 
mir die Ver6ffentlichung der gewonnenen Resultate auf eine 
spiatere ausfiihrliche Mitteilung vor. 


4. Diastatische Fermente. 


Wie eine ganze Reihe von Forschern gezeigt haben, ist 
die Rolle, welche die diastatischen Fermente bei den Stoff- 
wechselprozessen der Pflanzen — besonders der keimenden 
Samen — spielen, so bedeutend, dai ohne Vermittelung der- 
selben die Verwertung der Polysaccharide iiberhaupt nicht 
mAglich ist. Man begegnet den diastatischen Fermenten tiberall 
da, wo das Bediirfnis vorhanden ist, die als Reservestoff ab- 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXV. Ol 
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gelagerte Stiirke in lésliche Substanz umzuwandeln und dureh 
alle Teile des Pflanzenk6érpers transportabel zu machen. 

Ich habe durch anderweitige Versuche festgestellt, dab 
im aus jungen BambusschOdflingen erhaltenen Prefsaft ein 
stiirkeiihnlicher Kérper enthalten ist, welcher durch Jod schon 
blau gefiirbt wird; ich habe ferner beobachtet, dafi beim Stehen- 
lassen des Prefsaftes die Neubildung von Zucker auf Kosten 
des betreffenden K6rpers sich vollzieht; ich konnte endlich 
zeigen, dal} diese Zuckerbildung in hohem Grade beeintrachtigt 
wird, wenn der Prefsaft gekocht und dann soregfiiltig von der 
Kinwirkung der Mikroorganismen ausgeschlossen wird. Diese 
Tatsachen gestatten schon die Annahme, daf ein diastatisches 
Ferment oder eine Gruppe von derartigen Fermenten sich in 
BambusschoBlingen finden, welche die Hydrolyse der Poly- 
saccharide herbeifiihren. Wie aus folgenden Versuchen ersicht- 
lich ist, hat sich diese Annahme itiber Erwarten bestitigt. 


Versuch 1. 


Probe al. 10 cem 2°/oiger Losung von loéslicher Stiirke 
( 10 eem Bambusschoflingprebsaft -+- 1 cem Toluol. 41 stiin- 
dige Digestion im Brutraum. Das Gemisch verliert die Fahigkeit, 
durch Jod gefarbt zu werden. 

Probe a2 (Kontrollprobe). 10 ccm 2°/oiger Lésung von 
lOslicher Stirke +- 10 cem gekochter Prefsaft -- 1 ccm Toluol. 
(1stiindige Aufbewahrung im Brutraum. Das Gemisch firbt 
sich blau auf Zusatz von einer Jod-Jodkalilésung. 

Probe bl. 10 ecm 2°/oiger Lésung von loslicher Starke 

10 ecem Prebsaft -- 1 ccm Toluol. 15sttindiges Verweilen 
im Brutraum. Keine Jodreaktion. 

Probe b2 (Kontrollprobe). 10 ccm 2°/oiger Losung von 
lislicher Stiirke -!- 10 eem gekochter Prefsaft -+- 1 ccm Toluol. 
15stiindiges Stehenbleiben bei Bruttemperatur. Starke Jod- 
reaktion. 

Alle Proben waren vollkommen frei von Mikroorganismen. 

Die Ergebnisse sind iibersichtlich in folgender Tabelle 


zusammengestellt. 
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Tabelle 5d. 
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Dauer Menge der Menge 





Nummer : 
Nt Bi 2°vigen | des ver- Jod- 
der Peal Stairke- | wendeten Bemerkungen 
' Digestion jjsung Prefisaftes reaktion 
Proben int . 
in Std. in eem in cem 
mit dem frischen 
al 41 10 10 cai ene 
| Prefisaft versetzt 
l ae FeKOC > 
wid 4] 10 10 | és m t lel L ge kochten 
| Prefisaft versetzt 
2 mit dem frischen 
b1 1d 10 10 ae 
Prefisaft versetzt 
2 mit dem gekochten 
b2 15 10 10 1 ir ane, 
| Prefisaft versetzt 


Versuch 2. 

Diese Versuche wurden zu dem Zwecke angestellt, um 
die Bildung von Zucker bei der Digestion der Stirkelésung 
mit dem BambusschoSlingprefsaft zu verfolgen. Zur Zucker- 
bestimmung bediente ich mich der Methode von Gabriel Ber- 
(rand!) und berechnete den gefundenen Zucker als Trauben- 
zucker, 

Probe al. 10cem 2°/oiger L6sung von loslicher Stirke 
—+-10cem des aus BambusschoBlingen hergestellten Prebsaftes 
+ 1cem Toluol. 15stiindige Digestion im brutraum. Im Ge- 
misch wurden gefunden: 66,0 mg Zucker. 

Probe a2 (Kontrollprobe). 10 ccm 2°/oiger Losung von 
lOslicher Starke -+ 10 cem gekochter Prebsaft 4- 1 ccm Toluol. 
l5stiindige Digestion im Brutraum. Im Gemisch wurden ge- 
funden: 20,9 mg Zucker. 

Probe a3. 10 ccm Prebsaft -+- 1 cem Toluol. 15stiin- 
dige Digestion im Brutraum. Es wurden gefunden: 11,5 mg 
Zucker. 

Probe bi. 10 cem 2°/oiger L6sung von lOslicher Stirke 
+ 10 cem Prefsaft -+- 1 ccm Toluol. 36stiindiges Stehenlassen 
im Brutraum. Es wurden gefunden: 66,0 mg Zucker. 


'! G. Bertrand, Guide pour les manipulations de chimie biolo- 


gique. Paris 1910, S. 67. 
31* 
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Probe b2 (Kontrollprobe). 10 cem 2°/oiger Losung von 
loslicher Starke -- 10 cem gekochter PreBsaft +- 1 ccm Toluol. 
36 stiindiges Stehen im Brutraum. Es wurden gefunden: 28,2 mg 
Zucker. 

Probe b3. 10 ecm Prefsaft + 1 ccm Toluol. 36stiindiges 
Stehen im Brutraum. Es wurden gefunden: 11,5 mg Zucker. 

Alle Proben erwiesen sich als steril. 


Tabelle 6 














Nummer Dauer | Menge der Menge | Menge 
ies 2°/oigen | des ver- | des ge- | 
der . Stirke- | wendeten | fundenen Bemerkungen 
—_—— Digestion lésung |Prefisaftes) Zuckers 
in Std. in cem | in ccm | in mg 
. ™ mit dem frischen 
; ( ( 
al 1d 10 10 66,0 Scie siaatialan 
Imit de sochte 
a? 15 10) 10 20,9 | mit dem gekochten 
| Prefsaft versetzt 
a3 15 0 10 11.5 ohne Zusalz von 
Stirkelosung 
bi 36 10 10 66,9 | mit dem frischen 
| Prefisaft versetzt 
12 23 10) 10 282 | mit dem gekochten 
Prefsaft versetzt 
b3 BY 0 10 | aa ohne Zusatz von 


| Stirkelésung 
Die Ergebnisse stellen es auber Zweifel, dab die 
Digestion der Stiirkeldsung mit dem BambusschoBling- 
prebsaft die Bildung von Zucker zur Folge hat. Dab 
bei den Kontrollproben, a2 und b2, die Zuckerbildung 
nicht giinzlich verhindert war, kann vielleicht dadurch 
erkliirt werden, daf die Kochdauer zu kurz war, um 
ein zuckererzeugendes Agens vollstaindig zu vernichten. 
Der Zucker, welcher bei den Proben a3 und b3 ge- 
funden wurde, war teils sicher im Prebsaft prafor- 
miert, teils lift er sich aus der darin vorhandenen 
Stiirke oder den ihr nahestehenden Korpern ableiten. 
An dieser Stelle sei hervorgehoben, daf es Herrn Dr. 
Junji Yoshikawa!) gelang, einen Zucker aus den Bambus- 


'! J. Yoshikawa. Die Arbeit ist noch nicht verdffentlicht. 
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schéBlingen zu isolieren, welcher folgende Kigenschaften zeigt: 
er reduziert Kupferoxyd in alkalischer Lésung, dreht das polari- 
sierte Licht nach links, vergiirt mit Hefe, gibt schéne Seli- 
wanoffsche Reaktion (nach der Vorschrift von Ofner aus- 
vefiihrt) und liefert beim Erwarmen mit essigsaurem Phenyl- 
hydrazin ein Osazon, welches die von Glukosazon geforderte 
Krystallform und den Schmelzpunkt von 204—205° C. hat. 
Die Untersuchungen inbetreff der folgenden wichtigsten Fragen: 
ob der erwihnte linksdrehende Zucker mit Fruktose identisch 
ist, ob aufer dem linksdrehenden Zucker noch andere Zucker- 
arten in BambusschoBblingen nachzuweisen sind, aus welcher 
Muttersubstanz und unter welcher Bedingung der |inksdrehende 
Zucker entsteht? sind schon von Herrn J. Yoshikawa in 
Angriff genommen, aber noch nicht zu Ende gefiihrt. Ausftihr- 
liche Mitteilung tiber dieselben bleibt deshalb ihm vorbehalten. 

Dab das Endprodukt, welches bei Einwirkung vom Bambus- 
schoblingprefsaft aus zugesetzter Stirke entsteht, d-Glukose 
ist, habe ich mit aller Sicherheit erwiesen. 

Das Gesamtergebnis der geschilderten Versuche 
fiuhrt zu der Folgerung, dai in Bambusschoblingen 
Fermente vorkommen, welche bei neutraler Reaktion 
Stirke abbauen. Ob diese Fermente aus einem Gemisch 
von Diastase, Maltase und Glukase bestehen, ob die 
Mengenverhaltnisse dieserFermente je nach demWachs- 
tumsstadium der Bambusschoblinge eine Verinde- 
rung erfahren, dariiber Jaft sich vorderhand nichts 
Sicheres sagen. 


5. Ein Amygdalin spaltendes Ferment. 

AuBer den oben beschriebenen fermentativen Wirkungen 
besitzt der BambusschOSlingprefBsaft die Fihigkeit, den Zucker 
aus Amygdalin abzuspalten. Diese Spaltung zu verfolgen und 
die Spaltprodukte mdglichst genau zu charakterisieren, das 
bildet den Gegenstand der folgenden Mitteilung. 

Versuch 1. 

Probe al. 10 ccm 2°/oiger Amygdalinlosung -+- 10 ccm 

Bambusschoflingprefsaft +- 1 cem Toluol. 40stiindiges Stehen 
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im Brutraum. Der Geruch nach Benzaldehyd war sehr stark. 
Das Gemisch wurde nun der Destillation unterworfen; das so 
erhaltene Destillat gab schéne Berlinerblau- und Guajaktinktur- 
Kupfersulfatreaktion. Somit wurde Blauséiure mit Sicherheit 
im Gemisch nachgewiesen. 

Probe a2 (Kontrollprobe). 10 ccm 2°/oiger Amygdalin- 
lodsung -+- 10 ccm gekochter Prefsaft 4- 1 ccm Toluol. 40stiin- 
diges Stehen im Brutraum. Kein Geruch nach Benzaldehyd. 
Das Gemisch wird destilliert und das Destillat auf Blausiiure 
gepriift: die Guajaktinktur-Kupfersulfatprobe trat sehr schwach 
ein, die Berlinerblaureaktion dagegen fiel vollig negativ aus. 
Ks war mithin Blauséiure im Gemisch nicht vorhanden. 

Probe b1. 10 cem 2°/oiger AmygdalinlOsung -- 10 ecm 
Prefsaft -+- 1 cem Toluol. 52stundige Digestion im Brutraum. 
Starker Geruch nach Benzaldehyd. Das aus dem Gemisch 
gewonnene Destillat gab intensive Guajaktinktur-Kupfersulfat- 
und Berlinerblaureaktion. Es wurde also das Vorkommen der 
slausiiure im Gemisch festgestellt. 

Probe b2 (Kontrollprobe). 10 cem 2°/oiger Amygdalin- 
losung + 10 ccm gekochter Prefsaft 4- 1 ccm Toluol. 52 stiindige 
Digestion im Brutraum. Der Geruch nach Benzaldehyd war nicht 
wahrnehmbar. Das aus dem Gemisch hergestellte Destillat gab 
sehr schwache Guajaktinktur-Kupfersulfatreaktion: die Berliner- 
blaureaktion aber war ganz negativ. Es hatte sich also keine 
Blausiiure im Gemisch gebildet. 

Alle Proben waren ganz steril (s. Tab. 7). 

Versuch 2. 

Zur Feststellung der Zuckerbildung aus Amygdalin bei 
Kinwirkung von BambusschéBlingprebsaft wurde dieser Ver- 
such angestellt. Die Zuckerbestimmung erfolgte hier auch genau 
nach der Vorschrift von G. Bertrand. 

Probe al. 10 cem 2°/oiger Amygdalinlosung ++ 10 cem 
Bambusschoblingprebsaft +- 1 ccm Toluol. 48 stiindige Digestion 
im Brutraum. Es wurden gefunden: 87,3 mg Zucker. 

Probe a2 (Kontrollprobe). 10 ccm 2°/oiger Amygdalin- 
losung -+- 10 eem gekochter Prefsaft -- 1 ccm Toluol. 48sttindige 
Digestion im Brutraum. Es wurden gefunden: 42,1 mg Zucker. 
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Tabelle 7. 
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Probe a3. 10 ccm Prefsaft +- 1 ccm Toluol. 48 stiindige 

Digestion im Brutraum. Es wurden gefunden: 57,1 mg Zucker. 
Alle Proben waren ganz steril. 
Tabelle 8. 
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Aus den obigen Versuchen geht deutlich hervor, 
daf{i die Bambusschofblinge ein Ferment besitzen, 
welches Amygdalin unter Bildung von Benzaldehyd; 
Blauséiure und Traubenzucker spaltet. 


6. Ein Salicin spaltendes Ferment. 
Versuch 1. 


Probe al. 10 cem 2°/oiger Salicinlbsung ~+- 10 cem 
Bambusschoblingprebsaft -+- 1 ccm Toluol. 40stiindiges Ver- 
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bleiben im Brutraum. Das Gemisch wurde nun mit Ather extra- 
hiert, der Atherauszug in einem Becherglas freiwilligem Ver- 
dunsten tiberlassen und der Riickstand mit Wasser aufgenommen. 
Die wiisserige Losung fiirbte sich sofort blau auf Zusatz von 
einem Tropfen Eisenchloridldsung. Es wurde somit die Abspaltung 
des Saligenins aus Salicin nachgewiesen. 
Probe 2a (Kontrollprobe). 10 ccm 2°/oiger Salicinlésung 
10 cem gekochter PreBsaft +- 1 cem Toluol. 40stiindiges 
Verbleiben im Brutraum. Das Gemisch wurde auf die gleiche 
Weise behandelt wie bei Probe al. Das negative Ausfallen 
der Eisenchloridreaktion beweist, das das Salicin hier keine 
Veriinderung erfuhr. 
Bei allen Proben war die Mitwirkung der Mikroorganismen 
ausgeschlossen. 
Tabelle 9. 
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Versuch 2. 


Bei diesem Versuche wurde der Einflu§ des Bambus- 
schOBSlingpreBsaftes auf die Bildung von Zucker aus Salicin 
untersucht und der Zucker nach dem Verfahren von Gabriel 
Bertrand bestimmt. 

Probe al. 10 ccm 2°/viger Salicinlosung -+- 10 ccm 
BambusschoBlingprefsaft 4+- 1 cem Toluol. 48stiindiges Stehen 
im Brutraum. Es wurden gefunden: 86,0 mg Zucker. 

Probe a2 (Kontrollprobe). 10 cem 2°/oiger Salicinlésung 
+ 10 ecm gekochter PreBsaft -+- 1 ccm Toluol. 48 stiindiges 
Stehen im Brutraum. Es wurden gefunden: 44,8 mg Zucker. 

Probe a3. 10 ccm Prefsaft -+- 1 ccm Toluol. 48 stiindiges 
Stehen im Brutraum. Es wurden gefunden: 64,6 mg Zucker. 
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Bei den Proben war die Einwirkung von Mikroorganismen 
t =) 


ausgeschlossen. 
Tabelle 10. 








Nummer | Dauer Menge der Menge | Menge 
der 2” coigen des ver- | des ge- 
der Salicin- wendeten fundenen Bemerkungen 
a on Digestion |jsung Prefisaftes) Zuckers 
in Std. in ccm in ecm in mg 
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“re . , . 
. Prefisaft versetzt 
ao 48 10) 10) SAR mit dem gekochten 
Prefsaft versetzt 
a3 48 0) 10) 64.6 ohne Znsatz von 
aw b tb. 


Prefisaft 

Aus der Tabelle ergibt sich, dab bei Probe a1 der Zucker 
in viel grOferer Menge auftrat, als bei den iibrigen. Diese Tat- 
sache wird geniigen, zu zeigen, dafi dem Prefsaft aus Bambus- 
schoBlingen die Fiihigkeit zukommt, den Zucker aus Salicin 
abzuspalten. Daf diese Fihigkeit an das Vorkommen von einem 
Ferment gebunden ist, kann gewif nicht bezweifelt werden, 
denn sie wird durch die Hitze stark beeintrichtigt. 

Die erwiihnten Versuche lehren also, dab in Bam- 
busschéBblingen ein Ferment enthalten ist, welches 
bei neutraler Reaktion die Spaltung des Salicins in 
Saligenin und Zucker bewirkt. Ob dieses Ferment mit 
Emulsin identisch ist, ob es sich um ein spezifisches 
salicinspaltendes Ferment, Salikase, handelt, welches 
Wilhelm Sigmund?!) zuerst in einigen Salix- und Popu- 
lusarten aufgefunden hat, das miissen weitere Unter- 
suchungen entscheiden. 


Restimee. 


In den frischen Bambussch6éBlingen lassen sich folgende 
Fermente nachweisen. 

1. Nuclease. 

2. Desamidasen, welche Harnstoff unter Bildung 
von Ammoniak zersetzen. Sie greifen auch das 


‘) W. Sigmund, Malys Jahresbericht, Bd. 38, S. 865. 
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Asparagin an, aber in geringerem Mafe als den Harn- 
stoff. Das Glykokoll scheint durch diese Fermente 
nicht beeinflubt zu werden. 
3. Kin fibrinlésendes Ferment. Uber die Natur 
dieses Fermentes herrsecht noch vollige Dunkelheit. 
i. Diastasen, deren Wirkung in der Hydrolysie- 
rung der Stiirke besteht. Als Endprodukt tritt Trauben- 


zucker auf. 

5. Ein emulsinahnliches Ferment, welches das 
Amygdalin in Benzaldehyd, Blausdure und Zucker zu 
spalten vermag. 

6. Ein Ferment, welches befihigt ist, das Salicin 
in Saligenin und Zucker zu zerlegen. 











Uber den Einflu8 des Phloridzins auf die Verteilung des 
Stickstoffs im Harne von Karenzkaninchen. 
Von 


Junzi Yoshikawa. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat zu Kyoto.) 
y 


(Der Redaktion zugegangen am 6, Oktober 1911. 


Versuche, welche tiber das Verhalten der Kiweibzer- 
setzung im tierischen Organismus bei der Phloridzinvergiftung 
Auskunft geben sollten, sind schon bei Hunden von v. Me- 
ring!) angestellt worden. Im Anschluf an diese Versuche 
zeigten E. Moritz und W. Prausnitz,?) dab bei den mit 
Fleisch gefiitterten Hunden die Eiweibzersetzung durch Phlo- 
ridzin nicht oder nur unbedeutend vergr6fert wird, wohl aber 
bei den hungernden. 

Erweiterte Versuche unternahmen nach dieser Richtung 
Max Cremer und Adolf Ritter.*) Sie injizierten zwei Karenz- 
kaninchen Phloridzin unter die Haut, dem einen tiiglich 5 g 
und dem anderen 1 g, und verfolgten genau die Ausscheidung 
von Zucker und Stickstoff im Harne wiihrend liangerer Zeit. 
Da die Glykosurie stets von einer Steigerung der Stickstoffaus- 
scheidung begleitet wurde, und da der Harnstickstoff sich zum 
ausgeschiedenen Zucker verhielt wie 1 : 2,9 — ein Verhiilt- 
nis, das O. Minkowski und v. Mering beim Pankreasdiabetes 
des Hundes beobachteten —, so waren die Autoren zur An- 
sicht geneigt, dal «in zerfallendem Eiweifs eine michtige Trauben- 
zuckerquelle fiir den Organismus besteht». 

Eine wichtige Arbeit auf diesem Gebiete ist auch von 
Muneo Kumagawa und Rentaro Hayashi') ausgefiihrt 

') vy. Mering, Zeitschr. f. klinische Medizin, 1888, Bd. 14, 5. 405, 
Bd. 15, S. 431. 

2) E. Moritz u. W. Prausnitz, Zeitschr. f. Biol., Bd. 27, 5. 99 

3) M. Cremer u. A. Ritter, Zeitschr. f. Biol., Bd. 29, S. 257. 

4) M. Kumagawa u. R. Hayashi, Archiv f. Anat. u. Physiol. 
Physiol. Abt., 1898, S. 431. 
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worden. Es handelt sich um zwei Versuche, welche an fastenden 
und phloridzinierten Hiindinnen angestellt wurden und deren 
Hauptresultat sich in folgenden Saétzen zusammenfassen lift: 
«In beiden Fallen trat eine bedeutende Steigerung der Eiweil- 
zersetzung mit gleichzeitiger Zuckerausscheidung auf. Die aus- 
ceschiedene Zuckermenge bleibt in beiden Fiillen hinter der- 
jenigen Menge zuriick, welche sich theoretisch aus der infolge 
der Phloridzininjektion vermehrten Eiweifzersetzung berechnen 
lift». Aus diesen Ergebnissen schlieBen die beiden Forscher, 
dah bei Phloridzindiabetes bei Hungernden der Zucker aus 
Kiwelh entsteht, nicht aber aus Fett. 

Eduard Pfliiger!) war voéllig im Rechte, wenn er sich 
gegen diesen Schlubsatz iiuBerte wie folgt: «Wenn man die 
Annahme macht, dafi das Phloridzin die Oxydation des Zuckers 
schiidigt oder die Durchliissigkeit der Niere fiir Zucker steigert, 
so erleidet der Stoffwechsel einen Verlust an stickstofffreier 
Substanz, der durch stiirkere Verbrennung von Eiweif aus- 
geclichen werden mu. Das ist noch einleuchtender, wenn 
man annuimmt, daf das Fett eine grofbe Zuckerquelle ist, so 
dab der Weg zur Oxydation der Fette tiber den Zucker geht. 
Der Versuch von Kumagawa beweist also nichts fiir die 
Zuckerbildung aus Eiweib, nichts gegen die Zuckerbildung aus 
Fett». Diese Kritik aber dindert nichts an der Tatsache, dah 
beim phloridzinierten Hunde das <Auftreten von Zucker im 
Harne mit der Vermehrung des Harnstickstoffs Hand in Hand 
geht. 

Graham Lusk?) studierte in Gemeinschaft mit F. H. 
Railly und F. W. Nolan die Wirkung des Phloridzins auf 
den Stoffwechsel der fastenden Hunde und faBte die Ergeb- 
nisse in bezug auf den Eiweifumsatz in folgenden Worten zu- 
sammen. «The proteid metabolism may increase above that 
in simple fasting to an extent as high even as 56,0 per cent». 

Otto Loewi*) suchte nun nachzuweisen, daf die Grobe 
der Zucker- und Stickstoffausscheidung im Harne bei der Phlo- 


') E. Pfliger, Das Glykogen, 1905, S. 292. 
*) Graham Lusk, The Amer. Journ. of Physiol., 1898, Vol. 1, p. 394. 
QO. Loewi, Archiv f. exper. Pathol. u. Pharmakol., Bd. 47, 8. 48. 
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ridzinvergiftung abhiingig von der Applikationsweise des Phlo- 
ridzins ist. Er reichte zuerst einer mit Fleisch gefiitterten 
Hiindin von 1767 g 3 2g Phloridzin per os dar, injizierte 
dann die gleiche Dosis subcutan und beobachtete folgendes: 
«Die Zuckerausscheidung betrug nach Kingabe per os 52,8 g, 
nach Injektion per cutem 126,4 g. Die Stickstoffausfuhr stieg 
nach dem 1. Eingriff um hochstens 1 g, nach dem 2. um ea. 5 g» 

Zieht man nun die oben angefiihrten Tatsachen in Be- 
tracht, so ist es nicht mehr zu bezweifeln, dab bei der Phloridzin- 
vergiftung die Kiweifzersetzung einen hohen Wert erreichen 
kann, besonders bei den Karenztieren. Dieser Anstieg der Ei- 
weifizersetzung kann als Folge des Ausfalls der Kohlenhydrate 
und der daraus erfolgten Untererniihrung betrachtet werden. 
Es laBt sich jedoch gewif nicht leugnen, dafi das Phloridzin 
in spezifischer Weise das Zellprotoplasma angreift und infolge- 
dessen der Eiweifumsatz eine Steigerung erfiihrt. Es ist auch 
denkbar, dafi diese zwei Momente sich gleichzeitig geltend 
machen bei den phioridzinierten Tieren. Aufschliisse hieriiber 
verspricht das Studium der Verteilung des Stickstoffs im Harne. 

Als Versuchstiere dienten Kaninchen, welche auf Karenz 
gesetzt wurden. Die Tiere befanden sich in einem Kiifig, dessen 
Boden von einer mit zahlreichen kleinen Lochern versehenen 
Zinkplatte gebildet und darunter mit dem Zinkblech so schrig 
geschlagen war, dali der darin gelassene Harn sich ohne Ver- 
unreinigung mit Kot in dem untergestellten GefaB auffangen 
lieS. Der Harn wurde alle 24 Stunden durch Katheterisieren 
abgegrenzt. 

Der Gesamtstickstoff wurde in der bekannten Weise nach 
Kjeldahl, der Harnstoff nach Moérner-Sjoqvist bestimmt. 
Zur Bestimmung des Ammoniaks bediente ich mich des Ver- 
fahrens von Kriiger und Reich. Die Bestimmung der Amino- 
siuren geschah nach der Henriques-Sorensenschen ver- 
besserten Methode, welche Dionys Fuchs!) in semen Ver- 
suchen benutzte. Hier méchte ich ausdriicklich hervorheben, 
daf ich die Formolmethode in den nachstehenden Versuchen 
nur im Sinne der Orientierung verwendete. Selbstverstiindlich 


) 


') Dionys Fuchs, Diese Zeitschrift, Bd. 69, 5. 48 
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mufi den gemachten Beobachtungen eine genaue Analyse auf 
underem Wege und mit anderen Hilfsmitteln folgen. 

Das Phloridzin, von E. Merck in Darmstadt bezogen, 
krystallisierte in seidengliinzenden Nadeln und besaB siiblichen, 
darauf bitteren Geschmack. Die Krystalle schmolzen zuerst 
bei 107—108° C. und erstarrten dann beim weiteren Erhitzen, 
um wieder bei 153—155° C. zu schmelzen. Bei der Hydrolyse 
lieferte das Priparat 37,33°/o Traubenzucker. Somit kann das 
Priparat als chemisch rein angesehen werden. 

, Versuch [. 

Kaninchen 2267 g. Dem ‘Tiere wurden vom 2. bis 4. 
Hungertage tiglich 2 mal (11% a.m. und 6" p.m.), vom 5. bis 
zum 6. Tage tiiglich 3 mal (10530! a.m., 2" p.m. und 6) p.m.) 
jedesmal 0,5 g Phloridzin in 10 cem einer 1°/oigen Sodalésung 
gelost subcutan eingespritzt. 

Wie aus der Tabelle I ersichtlich ist, steigt mit der fort- 
schreitenden Phloridzinvergiftung die Menge des Gesamtstick- 
stolfs allméhlich an; sie erreicht kurz vor dem Tode die héchsten 
Werte mit 2847,6 mg. Die Harnstoffausscheidung halt den 
gleichen Schritt mit der Ausfuhr des Gesamtstickstoffs, die auf 
den letzteren bezogene relative Harnstoffmenge aber scheint 
nicht durch das Phloridzin beeinflubt zu sein. Das Ammoniak 
wiichst in seiner Menge vom 6. Hungertage bis zum _ einge- 
tretenen Tode, also nach der 9. Phloridzininjektion, stark an; 
dieser Anstieg betrifft nicht allein die absolute Menge, sondern 
auch die relative. Die absolute Menge der formoltitrierbaren 
Stoffe steigt nach der 2. Phloridzininjektion rasch von 3,8 mg 
auf 13,8 mg, bewegt sich dann trotz der tiiglichen Darreichung 
von Phloridzin bis zum Tode zwischen 13,8 und 17,9 mg. 
Der Zucker tritt vom 38. Hungertag bis zum Tode im Harne 
aul, liiuft in semner Ausfuhr dem Gesamtstickstoff nicht ganz 
parallel. 

Versuch II. 

Kaninchen 2460 g. Das Tier erhielt vom 3. bis zum 
6. Hungertage tiiglich 2 mal (11 a.m. und 6" p.m.) 0,5 g Phlo- 
ridzin in 10 cem einer 1°/oigen Sodalésung gelést subcutan 


Injiziert. 
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Tabelle U1. 










































































tian Korper-]Harnmenge ZuckerlTotal-N Aminoséuren-N] Ammoniak-N | Harnstoff-N 
ger- sf i Zucker|T otal-N| —— - — severe : 
sal gewicht] jn ecm | Reaktion in odes in Jodes in°/odes Bemerkungen 
54 g Spez. Gew. g mg mg Total-N] mg (Total-N}] mg Total-N 
314,0 . ee : » tata 
24600] 4 alkalisch | frei }2213,6] 5,5 | 0,25 5,5 0,25 |1863,9\ 86,2 Der letzte *) 
O10 Fitterungstag. 
139.0 aD toe 
I. 2260,0 1012 sauer > 934.1 2,8 0,30 3,9 (),42 798.5, 85.5 
; 70,0 ; | 
2. 2154,0 1.020 > » 708,5} 2, 0,38 20) 0,26 | 682.1 89,9 
7 50.0 
3. | 20590] p59 » >» 110668] 42 439 | 18) 017 | 8988 843 
91,0 a 5 2 mal (11h a.m. und 
, QYn : 4 ( 9° > ( ej 2 F ) P 
+. 1935,0 1.042 > t.84511911,0] 12,3 0.64 i O10 717185 8&9 6h p.m.) 0,5g Phlorid- 
126.0 zin in 10ccem 1° oiger 
ov, ' ee a 
5. | 179901 sais 5,481 |3175,2| 22,0 0,69 | 19.3 0,61 | 28312 89.2 Sodalésung gelést 
quae subcutan injiziert. 
118,0 
b. 1645.0 1.042 3.382 | 3875,5] 34,1 O88 23,7 0.61 [3418.2 882 
96.0 
y 2 1530.0] - Loa 2.270 | 29835,4] 40,7 1,36 24.8 O83 |2661,2 89.1 Tod, 
ARs 
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Die in Tabelle Il eingetragenen Ergebnisse stimmen ziem- 
lich gut mit den beim Versuche I erhaltenen iiberein. Die Aus- 
scheidung des Gesamtstickstoffs fiillt der Entziehung der Nahrung 
entsprechend in den ersten zwei Hungertagen etwas ab, erfiihrt 
aber vom 3. Hungertage, wo die Injektion des Phloridzins 
begann, eine betriichtliche Vermehrung, erreicht am Tage vor 
dem Tode, also nach der 6. Injektion, die hOchsten Werte. Der 
Harnstoff verliuft in der Ausscheidung dem Gesamtstickstolf 
ziemlich parallel. ‘Trotz der gewaltigen Steigerung der abso- 
luten Menge bleibt die Relation des Harnstoffs zum Gesamt- 
stickstoff nach der Phloridzineingabe fast unveriindert. Die 
Ammoniakmenge, die in den 4 vorangehenden Hun, ertagen 
trotz der Phloridzininjektion zwischen 1,8 und 3,9 mg schwankte, 
steigt am 5. Tage, nach der 4. Injektion, pl6tzlich auf 19,5 mg 
an und bleibt bis zum eingetretenen Tode vermehrt. Das Ver- 
hiltnis des Ammoniaks zum Gesamtstickstoff zeigt vom 5. bis 
zum 7. Tage trotz der Zunahme des letzteren eine bedeutende 
Erhohung. Fine Vermehrung der formoltitrierbaren Stoffe, der 
Aminosiiuren, ist vom 4 bis zum 7. Hungertage nicht nur 
absolut, sondern auch prozentisch verzeichnet. Die Zucker- 
ausscheidung, die nach der 2. Phloridzininjektion begann und 
bis zum Tode anhielt, bewegt sich zwischen 2,270 und 5,481 g. 


Versuch III. 


Kaninchen 2605 g. Das Tier bekam vom 3. bis zum 
8. Hungertage tiiglich 2 mal (11! a.m. und 6" p.m.) 0,5 g Phlo- 
ridzin in 10 cem einer 1°/oigen Sodalésung gelost subcutan 
injiziert. 

Schon nach der 2. Phloridzininjektion ist eine deutliche 
Vermehrung der Gesamtstickstoffausscheidung zu erkennen, die 
mit fortschreitender Vergiftung betrichtlich anwachst. Die Harn- 
stoffausscheidung schwankt zwischen 84,9 und 90,7 °/odes Gesamt- 
stickstoffs. Das Ammoniak zeigt in den ersten 5 Tagen keine 
betrichtliche Vermehrung, erfiihrt aber nach der 10. Phloridzin- 
injektion eine gewaltige Zunahme, die bis zum Tode anhalt. 
Sein Verhiiltnis zum Gesamtstickstoff betrigt 0,18 —0,23 °/o, 
erreicht am 8. Tage, der der 10. Phloridzininjektion folgte, die 
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Tabelle III. 


























Hunger Korper-|Harnmenge ZuckerlTotal-N Aminosiuren-N}| Ammoniak-N | Harnstoff-N 
ie eee ; sakt; Lucker}! otal-. onencanenin = = a Pa 
a gewicht in ccm Reaktion in*/odem area ee sea Oi da Bemerkungen 
: g Spez.Gew. g mg mg (Total-N}| mg  Total-N] mg _— Total-N 
220.0 . . ay latzte Fa} > OC- 
2605,0| 7 o;5 | alkalisch | frei ]2654,9] 8,9 0,34 | 3,02 0,11 [22484 84,7 Der nee res 
sae c 5: 
: 56,0 a ) vee geen 
1, 2502.0 1.039 sauer ’ 1439.4] 5,5 0.38 1.86 | 0,13 | 1227,7, 85,3 
52.0 | verloren 
2. 2422, ~—_ 215.2] 6 0,8 92 | ) ge- — 
$22.0 1.029 1215, 1,8 | 0,a0 1,92 | 0,16 oe. ae 
ae 58,0 : - | os ; 
3. | 2317,0) 7 p98 > » $11205]7 54 | O48 | 2,04 0,18 | 969.2 86,5 
Ve 
; ‘ 78,0 P — | | 
+. 2250,0 1.047 5,148 ]1729,7] 17,7 | 1,02 | 2,73 | 016 | 1468.6 84,9 2mal (11h a.m. und 
96.0 6h p.m.) 
dD. 2145.0 ee 5.184 96 ¢ ‘ 2 36 0.14 W)24.8% 85.4 . ts. 
; is 1,045 9,184 26,9 | 1,13 3,36 14 saa is 0,5 g Phloridzin 
, , 93,0 _ | ao : in 10 ecm 1 %/oiger 
b. 20)25,0 1.046 4,910 | 2265,5] 19,2 | 0,85 2.60 O14 | 2054.5 90,7 . \ 7 
alas Sodalésung geldést 
. 70,0 ie Re he 
7. | 19050] 792 4,200] 2035.2] 21,6 | 1.06 | 4,71 0.23 11739,5 85,4 EER, Hee 
“i 62,0 
1847,0 oe 3,900 21,2 1.15 112.68 069 {$1598.8 86,6 
1.056 , ’ 
are 64,0 . 
4 1777.0 1 O60 : 4,340 | 2735.6 | 23,8 | O87 117,92 | 0,66 | 2435,3 89,0 Tod, 
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Uber den Einflu§ des Phloridzins usw. 483 
hdchsten Werte mit 0,69°/o. Die Ausscheidung der formoltitrier- 
baren Stoffe, der Aminosiiuren, zeigt schon nach der 2. Phlo- 
ridzineingabe ebenso wie die des Gesamtstickstoffs eine wesent- 
liche Steigerung, wachst allmiihlich mit der Wiederholung der 
Injektion an, erreicht am Tage des Todeés ihren héchsten Punkt 
mit 23,8 mg. Auch die relative Aminosiiurenstickstoffzahl ist 
infolge der Phloridzinwirkung bedeutend vermehrt. Die Zucker- 
ausscheidung verhilt sich fast gleich wie in den oben erwihnten 
2 Versuchen. 

Zieht man nun die Resultate der vorliegenden 
Versuche in Betracht, so zeigt sich zuerst nach der 
Phloridzininjektion eine bedeutende und prozentische 
Vermebrung der formoltitrierbaren Stoffe, der Amino- 
siuren, die gleichen Schritt mit der Ausfuhr des 
Gesamtstickstoffs hilt. Der Harnstoff verliuft in 
seiner absoluten Menge dem Gesamtstickstoff ziem- 
lich parallel, seine relative Menge zum letzteren aber 
bleibt stets innerhalb der physiologischen Grenzen. 
Die Ammoniakausscheidung erfihrt erst kurz vor dem 
Tode eine auffallende absolute und relativeSteigerung. 

Es wiire gewils nicht erlaubt, die geschilderten Veriinde- 
rungen der Stickstoffverteilung im Harne ohne weiteres auf 
die spezifische Wirkung des Phloridzins zuriickzufiihren; sie 
konnten ebensogut durch den Hunger allein bedingt sein. 
Daf im vorgeriickten Hunger der Kiweifabbau nicht nur die 
quantitativen Anderungen, sondern auch die qualitativen erfiihrt, 
ist durch zahlreiche Versuche festgestellt worden. So gibt 
v. Noorden!) an, dafi beim Hungernden «weniger als die 
normalen 85—88 °/o des N als Harnstoff und mehr als die 
normalen 2—5°/o als NH, im Harne erscheinen.» b. Schon- 
dorff?) fand beim Hund bei Fleischnahrung 91—94°/o Harn- 
stoff-N, im Hunger dagegen nur 79°/o Harnstofi-N. Bei jungen 
Katzen im Hungerzustande beobachtete M. Dehon,*) dab der 


1) vy, Noorden, Noordens Handbuch d. Pathol. d. Stoffw., 1906, 
Bd. 1, S. 516. 
*) B. Schéndorff, Pfligers Archiv, Bd. 117, 8. 257. 
5) M. Dehon, Compt. rend. soc. d. biol.. T. 58, p. 931. 
32* 
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Harnstoff zu 52—70°/o in Form von Harnstoff und zu 2—11 °/o 
in Form von Ammoniak ausgeschieden wurde. Hisom Nagai?) 
hatte auch unter Leitung von Max Verworn die wichtige Tat- 
sache festgestellt, daf beim wachenden Murmeltiere die Werte 
fiir Harnstoff-N 63—56°/o und diejenige fiir Rest-N 17—22°/o 
betrugen, wiihrend beim Winterschlafenden dagegen 16—19°/o 
Harnstoff-N neben 64—67°/o Rest-N nachzuweisen waren. 
Beztiglich der Aminosiiurenausscheidung im Hungerzu- 
stande liegen auch einige Beobachtungen vor. Aus einem Ver- 
suche von Theodor Brugsch,?) der am Hungerkinstler Succi 
angestellt war, geht hervor, daf die Aminosiurenfraktion im 
Filtrate des Phosphorwolframsiureniederschlages sich gegen- 
liber der Norm deutlich erhodht. Theodor Brugsch und 
Rahel Hirsch*) dagegen hatten bei einem Versuche an einer 
Hungerkiinstlerin nachgewiesen, da{ die Ausfuhr der wirklichen 
Aminosiiuren im Hunger durchaus nicht gesteigert ist. Dionys 
Fuchs‘) untersuchte neuerdings das Verhiiltnis des Amino- 
siiurenstickstoffs zum Gesamtstickstoff im Harne bel zwei 
Hungerhunden und bei zwei Hungerkaninchen und kam zum 
Schlub, «dab, obwohl die absolute Menge der mit dem Harne 
ausgeschiedenen Aminosiéuren bezw. formoltitrierbaren Stoffe 
mit dem Fortschreiten des Hungerns bestiindig steigt, ihre auf 
den Gesamtstickstoff bezogene relative Menge dieselbe bleibt. » 
Um AufschlufB iiber die reine Wirkung des Phloridzins 
auf die Stickstoffverteilung im Harne von Karenzkaninchen 
zu erhalten, ist es wiinschenswert, den Einfluf des extremen 
Hungers auf die stickstoffhaltigen Bestandteile des Kaninchen- 
harns einer genaueren Un‘2rsuchung zu unterwerfen und die 
daraus erhaltenen Resultate mit den oben angegebenen in Ver- 
gleich zu stellen. Zu diesem Zwecke sind die nachstehenden 


Versuche angestellt. 


') H. Nagai, Archiv f. allgem. Physiol., Bd. 9, S. 242. 
2) Theodor Brugsch, Zeitschrift f. exper. Pathol. u. Therap., 
Bd. 1, S. 419. 
Theodor Brugsch und Rahel Hirsch, Zeitschr. f. exper. 
Pathol. u. Therap., Bd. 38, 5. 641. 
4; Dionys Fuchs, Diese Zeitschrift, Bd. 69, S. 492. 
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— $$ SESE 
ney Amino- Am- Harnstoff- 
Kor- Harn- , : ' ' 
Total- | Sduren-N | moniak-N N 
Jiunger- neil mence Re- , hemer- 
ge- . | \ in %o in °/o in “yo 
wicht | in com aktion des des des | kungen 
oo, Total- Total- Total- 
g popez.Gew. mg |mg N [mg N mg N 
- 154.0 
2395.0 T010 alkalisch] 1664.4] 7,3. 0447 3,5 O21] 14019 84,2 
208.0 Der letzte 
2395,01 716 1896,5] 8,2. 043] 4.1 0.22] 1672.3, 88,1 ]Fiitterungs- 
‘ tag,!) 
Mh 84,0  [schwach 
1. | 2265,0 1.019 lalkalisch 1298.5} 8,7 O68] 43 034]1171,8 90,2 
. e c ave » : 
g 92,0 
2. | 2165.0 [024 786.2] 4.5 0.55) 3.7 0.47] 672.7 85.6 
52,0 
&. | 2098,0 1.028 sauer | 1063.3} 6,2. 0,58] 3.2) 0,30] 922.5 86,8 
; = ( 
. 47.0 ; 
i. | 2013,0 “T1031 1156,8) 5,7 O,49]Spur  — (017,383 87,9 
| , 33,0 rv 
a 950,0] —>>: 446,9) 6,8 O47] > 1313.8 90,7 
1,030 
48.0 
6. | 1883,0 1.033 1467,6) 59 O40] » — 11342,6, 91,5 
: 49.0 . 
1810.0 1.035 1691,7] 6,6 OB9] > — | 1521.5 864 
- 53,0 
x. | 1740,0 “1040 2016,7) 8.6 04357 4,1 0,207 1825,0 90,4 
5d,0 . 
4. | 1624,0 1041 2282.3] 8.9 0,39] 7,7 0,34] 2042,0 89,2 
a 57,0 . i : 
lO. | 1595,0 1042 2499,0}10.2 0,41 115,1 0,60] 2265.3 90,6 
s D8.0 = ‘a ~” , F 
ll. | 1512,0 L041 2474.9) 11,5 0,46713.8 0,56] 2241,9 90.5 
: 53,0 a Sk er 
12. 1445.0 “7.040 2212.6 11,2 0.51112.2 0.5511994 t 90,1 Tod. 
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Tabelle V. 
Kir ~ Amino- Am- Harnstoff- — 
a Total-| sduren-N | moniak-N N 
Hunger- per- menge Re- olal- ae Sa enero Beme) 
ge- © N in °/o in °/9 in °%o : 
tag ricl — aktion} ~ des des | des | kungen 
wicht | in cem 1, T lp ’ 
: Total- [otal- Total- 
g  jopez.Gew. mg |mg N [mg N mg N 
3200,0 =— - 1966.8 7.7 | 301 : | 0.16 | 175: t 0 
3200, 1011 |kalisch J66,8] 7,7 | 0,3 3,2 0,16] 1753.4 89,1 
4080 | Der let 
050,01 4 44 >» | 22450) 8.3) 036] 2,9) 0,13] 1998.3 89,0 Peet 
; | ag!) 
: 1400 | | ; | 
1. | 2850,0) 4 oa | sauer]1716,9] 8,3. 0,48] 3,9) 0,23] 1528,8 89,0 
7 60,0 | | oe 
2. | 2712,01 peg 1144,0] 6,2) 0,54] 2,1) 0,18] 1023.1 89,4 
| | | 
64.0 i | 
3. |2620,0) —7 936 1463,0) 7,5, O51] 2,0 0,14) 1333.2 91,1 
: 57,0 2 - 5 
4. | 2542.0 O31 , 1618.3) 7,3 0,45] 2,1) 0,13] 1403,5 86,7 
; as 53,0 " | > | 
. (2 eae 1789,2] 7,2 0,40] 2.2) 0,12] 1590,0 88,9 
63,0 | | 
6. 1 2380,0) —7 p38 2275.5] 7,8, 0,34] 2,6 0,11] 2016,2 88,6 
_ ms 68,0 ; | we | 
7. | 2275,0) 7 p38 2518,9] 9,7) 039] 2,9! 0,12 en 90,3 
77,0 _ | | 
8. 12180,0) 7 O39 , 2923,5,10,2 0,35] 4,9) 0,16 | 2686,7° 91,9 
” 90,0 ‘ | | | 
9, | 205501 +o 3572,1] 16,9 0,47] 6.6) 0,18] 3265,9 91,4 
97,0) : ! | 
10. | 1912.0) > O38 » |3666,6) 20,2 0,55) 12,9 0,35] 3380,5 92,2 
82.0 | 
11. | 18000) 943 3106,5] 20.3 0.65] 16,1 0,52 | 2824.1 90,9 Tod 
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Uber den Einflu®§ des Phloridzins usw. 


Versuch IV. 


Kaninchen 2395 g mit Tofukara gefiittert. Die Resultate 
sind in der Tabelle IV zusammengestellt. 


Versuch V. 

Kaninchen 3200 g mit Tofukara gefiittert. Die Resultate 
sind in der Tabelle V zusammengestellt. 

Die vorliegenden Versuche zeigen iibereinstimmend, dab 
bei extremem Hunger die Ausscheidung von Gesamtstickstoff, 
Harnstoff und Ammoniak allmihlich zunimmt. Das prozentische 
Verhiiltnis von Harnstoff und Ammoniak zu Gesamtstickstoff weist 
keine nennenswerte Abweichung von den bei phloridzinierten 
Karenzkaninchen gefundenen Werten auf. Hiergegen _ be- 
dingt der Hungerzustand als solcher und fiir sich 
allein bei Kaninchen entweder keine oder erst kurz 
vor dem Tode auftretende geringfiigige Steigerung der 
Aminosiiurenausscheidung. Vergleicht man nun diesen 
Befund mit der Tatsache, dafi das Karenzkaninchen 
auf die Phloridzininjektion prompt mit der Vermeh- 
rung der formoltitrierbaren Stoffe, «Aminosiéuren>», 
im Harne reagiert, so lat sich nicht verkennen, dah 
das Phloridzin eine spezifische Wirkung auf die Aus- 
scheidung der formoltitrierbaren Stoffe, «Amino- 
siuren, besitzt. 

DaB bei dem mit gelben Riiben gefiitterten Kaninchen 
auch unter dem Einflu®B des Phloridzins der Aminosiiurenstick- 
stoff im Harne absolut und im Verhialtnis zum Gesamt-N_ in 
die Héhe geht, habe ich durch eine Anzahl von Versuchen fest- 
gestellt, welche ich zu einem anderen Zwecke angestellt habe 
und tiber die ich bald ausfiihrliche Mitteilung zu machen be- 


absichtige. 








Uber einen krystallisierten EiweiBkérper aus dem Milchsafte 
der Antiaris toxicaria. 
Von 


Y. Kotake und F. Knoop. 


(Aus der medizin. Abteilung des chemischen Laboratoriums Freiburg i. B.) 


Der Redaktion zugegangen am 12, Oktober 1911.) 


Von Eiweiikorpern, fiir deren Einheitlichkeit hinreichende 
Kriterien der Reinheit gegeben scheinen, sind bisher so wenige 
bekannt, dali jeder neue Befund Interesse verdient, besonders 
wenn Eigenschaften vorliegen, die den neuen Korper charak- 
teristisch unterscheiden. Eine soleche Substanz haben wir aus 
dem Milchsafte der Antiaris toxicaria darstellen kénnen, und 
dieser Befund erscheint uns wertvoll, weil sich aus Pflanzen- 
siiften in Zukunft wohl Ofter einheitliche Substanzen gewinnen 
lassen werden, die fiir die EiweiBchemie von Bedeutung sein 
konnen. 

Aus dem genannten Milchsaft, der in QOstindien Ipooh 
genannt und als schnell wirkendes Pfeilgift verwandt wird, hat 
H. Kiliani') bereits 1896 das wirksame Prinzip Antiarin, ein 
schén krystallisierendes, strophantinartig wirkendes Glykosid, 
ferner Antiarol, ein Trimethoxyphenol, sowie ein krystallisiertes 
Antiarharz, das Windaus und Welsch?) spater als Zimmt- 
siiureester des a-Amyrins charakterisierten, und endlich Kali- 
salpeter zu isolieren vermocht. Die nach Kilianis Vorschrift 
(l. ec. S. 444) mit 85°/oigem Alkohol erschépften, an der Luft 
und im Vakuum getrockneten Riickstiinde solchen Saftes*) waren 
unser Ausgangsmaterial; wir danken Herrn Geheimrat Kiliani 
auch hier, daf er uns fiir die nachfolgende Untersuchung 450 g 
zur Verfiigung gestellt hat. 

') Kiliani, Arch. d. Pharm., Bd. 234, S. 438 (1896). 

Arch. d. Pharm., Bd. 246, S. 504 (1908). 
5) Vel. auch Ber. d. chem. Ges., Bd. 43, S. 3576 (1910). 
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Diese Antiarriickstiinde, die sich schlecht in Wasser lésten, 
lieferten nach kurzem Kochen mit Wasser ein braun gefiirbtes 
Absud, das reichlich Stickstoff enthielt und Farbenreaktionen 
gab, die fiir die Anwesenheit eiweibartiger Substanzen sprachen: 
Biuretreaktion, Millons Reaktion und die Schwefelbleiprobe. 
Wir haben daraus durch wiederholtes Auskochen mit 0,8°/oiger 
Essigsiiure eine schon krystallisierende Substanz gewonnen, die 
der Triiger dieser Farbenreaktionen ist. Sie scheidet sich beim 
Einengen des Absudes an der Oberfliiche als Krystallhaut ab, 
lift sich aus heibem Wasser umkrystallisieren und erscheint 
dann in Nadeln oder derben, charakteristischen Prismen von 
einheitlicher Form, die 15,73°/o Krystallwasser enthalten, sauer 
reagieren und fast aschefrei sind. Giinzlich aschefrei laft sich 
die Substanz durch Umkrystallisieren aus Normalsalzsiiure ge- 
winnen: sie lést sich schnell bei vorsichtigem Erwiirmen und 
scheidet sich beim Abktihlen sofort in ganz verinderter, aber 
einheitlicher Krystallform — kleinen festen Polyedern — ab, 
die salzsiiurefrei sind und auf dem Platinblech ohne jeden 
Riickstand verbrennen. Aus diesen Krystallen labt sich durch Auf- 
losen in essigsaiurehaltigem, heibem Wasser die urspriingliche 
Krystallform durch Eindampfen wiedergewinnen. Im Gegensatz 
zu anderen EiweifikOrpern gewinnt die Krystallisationsfihigkeit 
mit dem Umkrystallisieren aus destilliertem, essigsiiurehaltigem 
Wasser. In kaltem Eisessig lést sich der EKiweiikorper leicht, 
sehr leicht in heibem, bei Zusatz von Wasser oder organischen 
Losungsmitteln fallt er unveriindert wieder aus. Er abt sich mit 
Ammonsulfat amorph aussalzen (Siittigungsgrenzen 30-—50°/o) 
und geht dann beim Stehen in Krystallform iiber. Er liefert 
alle Kiweibfarbenreaktionen aufer der von Molisch. 

Die Aussalzbarkeit reiht die Substanz in Verbindung mit 
ihrer Hitzebesténdigkeit nach der alten Einteilungsweise unter 
die «Albumosen» ein, aber ihr Verhalten schon gegen andere 
«Albumosenfillungsmittel» zeigt sofort auch hier das vollig 
Unzulingliche dieser aiten Definitionsweise :!) Pikrinsiéure, Ferro- 

4) Fallbarkeit durch Neutralsalz kann kein abgrenzendes Klassi- 
fizierungsprinzip sein, auf das sich eine Systematik griinden lait; das 
ist schon 6fters von Abderhalden u. a. betont worden und zeigt sich 


hier wiederum deutlich. 
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cyankalium -++ Essigsiure und auch Salpetersiure fallen nicht, 
nur Phosphorwolframséure verhilt sich positiv. Zunichst leven 
uns alle diese Eigenschaften vermuten, daf eine Substanz von 
relativ niedrigem Molekulargewicht vorlag, und wir hofften schon 
einen ziemlich einfachen Eiweibkorper vor uns zu haben, der 
ja moglicherweise im Safte nicht priformiert war, sondern 
vielleicht ein partielles Abbauprodukt darstellt, das allméhlich 
durch Milchsaftfermente gebildet ist: dariiber labt sich vorliiufig 
nichts aussagen. Wir versuchten nun eine Molekulargewichts- 
hestimmung mittels der Gefrierpunktsmethode in reinstem Eis- 
essig. Aber diese miflang, so oft wir sie auch wiederholten. 
Der Kisessig wollte nicht gleichmiibig gefrieren, auch bei starker 
Unterktihlung begann kein schnelles Abscheiden von Krystallen 
und kein plotzlicher Anstieg des Quecksilberfadens, vielmehr 
schieden sich selbst beim Impfen der unterkthlten Losung erst 
oben am Rande einzelne Krystalle ab, dann auch wohl einige, 
die in der Loésung flottierten, aber auch bei starker Unter- 
kihlung war nie eine, auch nur einigermafen gleichmabige 
Krystallbildung zu erreichen; das Ganze sah aus, als wenn 
man etwa Wasser aus einem wasserhaltigen Ather ausfrieren 
lift. Es handelte sich also wohl kaum um eine echte Loésung. 
Bei niiherer Untersuchung zeigte sie kolloidalen Charakter, 
sie opalisierte und gab Tyndallphanomen. 

Kin hohes Molekulargewicht war auch nach dem Schwefel- 
gehalt anzunehmen, der 7,20°/o betrug. War dieser nur als 
Cystin vorhanden, so mufte das Molektil mit 7,2°/o S ca. 28°/o 
Cystin enthalten (S, = 64, Cystin = 240), und da Cystin das 
Molekulargewicht 240 hat, so berechnete sich, wenn diese 
240 = 28°/o des Gesamtmolekiils bilden, bei der Annahme 
von nur einem Molekiil Cystin ein Molekulargewicht von ca. 900 
als Minimum. Uber die Kompliziertheit des Molekiils hitte uns 
am ehesten eine Hydrolyse Auskunft geben kénnen. Obwohl 
wir bei der geringen Menge Material nicht erwarten konnten, 
irgendwie quantitativ verwertbare Ergebnisse zu erhalten, haben 
wir doch mit kaum 16 g den Versuch unternommen, leider zu- 
dem beziiglich der Esterdestillation unter den ungtinstigsten Be- 
dingungen. Uns fehlte eine Olpumpe oder fliissige Luft, um 
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ein hohes Vakuum zu erzeugen, es stand nur die Wasserstrahl- 
pumpe zur Verfiigung und das bei dem Wassermangel im Juli 1911. 
Der eine von uns (Kotake) hat trotzdem iiuferer Umstinde 
halber diese vorliufige Untersuchung nicht ohne einen Versuch 
in dieser Richtung abschlieben wollen: er hofft in Japan neues 
Ausgangsmaterial zu erhalten und bald mit mehr Substanz die 
Untersuchung weiterfiihren zu kénnen; immerhin kénnen wir 
doch mit Sicherheit schon jetzt die Anwesenheit von Cystin, 
Tyrosin, Lysin, Glykokoll, Alanin, Prolin und Valin mitteilen. 
Auch nach diesem Befunde kann das Molekiil kein sehr ein- 
faches sein. Trotzdem glauben wir, da die giinstigen physi- 
kalischen Eigenschaften der Substanz zusammen mit ihrem 
Krystallwasser- und hohen Schwefelgehalt eine vollige Auf- 
kliirung von Molekulargewicht und quantitativer Zusammen- 
setzung ermdglichen, wenn einmal mehr Material zur Verfiigung 
steht. Die Milchsiifte anderer, besser zugiinglicher Pflanzen auf 
ihnliche Eiweifkorper zu untersuchen, erscheint aussichtsvoll. 


Experimenteller Teil. 


450 g (vakuumtrockener) Antiarrtickstand wurde mit 2 | 
0,8 °/oiger Essigsiure in einem Kolben im Wasserbade mehrere 
Stunden erhitzt, nach dem Erkalten abgesaugt. Der Riickstand 
wurde nochmals mit 2 | der Essigsiure behandelt. Das ver- 
einigte Filtrat, welches braun gefarbt war, wurde ohne weiteres 
auf dem Wasserbade eingedampft. Als die Fliissigkeit ungefiihr 
600 ecm erreichte, trat ein geringer flockiger Niederschlag — 
amorph — ein. Er wurde abfiltriert und das Filtrat wurde 
auf dem Wasserbade weiter verdampft, wobei auf der Ober- 
flache der Fliissigkeit immer eine Krystallhaut gebildet wurde. 
Die Fliissigkeit wurde jetzt oft umgeriihrt, dabei ging ein Teil 
der Krystalle in Losung. Als sie nicht mehr in Loésung ging, 
wurde die Fliissigkeit einige Tage unter einem umgekehrten 
Trichter stehen gelassen. Die ausgeschiedene, leicht gefiirbte 
Krystallmasse, welche unter dem Mikroskop ganz einheitlich 
aussah, wurde abgesaugt und ausgewaschen. Zur Umkrystalli- 
sation wurde sie in ca. 1!/2 1 Wasser auf dem Wasserbade 
gelést, von der Verunreinigung abfiltriert und eingedampft. Die 
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abgeschiedenen Krystalle wurden nach 24stiindigem Stehen ab- 
gesaugt, ausgewaschen, tiber Schwefelsiure und dann bei 100° C. 
cetrocknet. Die Ausbeute betrug 15,25 g. 

Der Riickstand, der in der verdiinnten Essigsiure un- 
gelost geblieben war, wurde noch 5mal mit der Essigsiiure aus- 
gezogen. Aus den vereinigten LOsungen haben wir noch 5,20 g 
der einmal aus Wasser umkrystallisierten Substanz gewonnen. 

Sehlieblich wurde die Masse noch einmal mit 2°/oiger 
Kssigsiiure auf dem Wasserbade erhitzt, nach dem Erkalten 
abgesaugt und eingedampft, aber eine weitere Krystallisation 
trat nicht mehr ein. Die dabei ausgeschiedene amorphe Sub- 
stanz wurde mit Wasser aufgenommen, fillriert, mit Ammon- 
sulfat halb gesiittigt und stehen gelassen. Der erzeugte Nieder- 
schlag war unter dem Mikroskop wieder amorph. 

Die gewonnene krystallisierte Substanz ist schwer loslich 
in kaltem (bei 13° zu 0,58°/o), besser in heifem Wasser, etwas 
in verdiinntem Alkohol und nicht in Ather. Die wiisserige 
Losung reagiert schwach sauer. Die Substanz scheidet sich 
aus wiisseriger LOsung bei der schnelleren Auskrystallisation 
in Nadeln, bei der langsameren in Prismen aus, sie ist ziem- 
lich leicht léslich in einer verdiinnten Essigsiure und krystalli- 


siert beim Eindampfen ohne Veriinderung aus — bisweilen 
bekommt man auch einen amorphen Riickstand, welcher bei 
der Befeuchtung mit Wasser bald krystallinisch wird. — Die 


konzentrierte wiisserige LOsung beginnt sich bei 30°/oiger 
Siittigung mit Ammonsulfat zu triiben, die Fallung ist bei 50°/oiger 
Siittigung beendet und praktisch vollstiindig, der Niederschlag 
wird beim Stehenlassen krystallinisch. Die Substanz ist léslich in 
verdiinnter Salzsiiure und verdiinnter Schwefelsaure, leicht 16s- 
lich in Natronlauge und Ammoniak. Aus der warmen LOsung in 
Normalsalzsiure scheidet sie sich beim Erkalten in veranderter, 
einheitlich polyedrischer Krystallform frei von Salzséure ab. 

Die Substanz wird aus einer wiisserigen LOsung weder 
durch Pikrinsiiure, noch durch Ferrocyankalium und Essigsaure 
gefillt, ebensowenig durch Salpetersiiure. Sie gibt alle Farben- 
reaktionen der Eiweifstoffe mit Ausnahme der Molischschen 


Reaktion. 
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Die aus Wasser krystallisierte Substanz enthilt Kry- 


stallwasser. 
00,3826 ¢ der an der Luft getrockneten Substanz verloren 
bei 100° C. 0,0602 g H,0. 
H,O = 15,73 °/o. 
Die Analysen der mehrmals aus Wasser umkrystallisierten 
und bei 100° C. zum konstanten Gewicht getrockneten Sub- 


stanz gaben die folgenden Werte. 
0,1525 g Substanz gaben 0,2685 g CO, und 0,0785 g H,O. 


C = 48,02 °9/o 
H = 5.71%. 
0,1420 g Substanz gaben 18,7 ccm N bei T. = 16° C., 


B. = 765 mm. 
N= 15,38 9/0, 

In zwei weiteren Bestimmungen nach Kjeldahl ver- 
brauchten 0,1890 g 20,95 cem und 0,1866 g Substanz 20,9 eem 
1/19 N-Siure. 

N = 15,60°/o 
N == 15,72°/ 

Q0,1961 g Substanz gaben 0,1029 g BaSQ,. 
S$ == 7.2/0 

Will man aus den Ergebnissen der Analyse eine Formel 
berechnen und dabei S, zugrunde legen, so findet sich eine 
gute Ubereinstimmung fiir die Formel (C, iH oN 19920, adn: 
Berechnet: C 48,27 H 5,63 N 15,69 5S 7,16 O 23,25°/ 
Gefunden: C 48,02 H 5,71 N 15,60 5 7,20 (O 23,47°%/o|. 

15,72 
va den Krystallwassergehalt wurden 9 H,O anzunehmen 
sein: C,,H..N,.9.0,,; -+ 9 H,0. 
ee H,O 15,35 ° 
Gefunden: H,O 15,73) 
Die Substanz ist linksdrehend. 
0,3272 g Substanz in 17 cem 20°%/oiger Salzsiiure im 


2 dem-Rohr drehte — 45‘. 
fa}? == 19,25°. 
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Hydrolyse. 


16 g des schneeweifien, umkrystallisierten Préparates 
wurden mit 150 cem 25°/oiger Schwefelséure 16 Stunden ge- 
kocht. Die dunkelgefarbte klare Lo6sung hierauf mit Wasser 
auf die 5fache Menge verdiinnt, wobei die Fliissigkeit klar 
blieb. Die Lésung wurde mit Baryt von Schwefelséure quan- 
titativ befreit. Der Baryumniederschlag wurde mehrmals aus- 
gekocht und dann getrocknet. Er betrug 69,5 g. 

20. g des Niederschlags verbrauchten bei der Stickstoff- 
bestimmung nach Kjeldahl 34,6 ccm "/10-Schwefelsiiure 

N = 0,0484 g 
in 69,5 g Niederschlag 
N= 0,1683 g. 

Das Filtrat wurde auf dem Wasserbade auf ca. 100 ccm 
eingeengt. Der dabei ausgeschiedene Niederschlag, welcher 
unter dem Mikroskop in auf erst feinen Nadeln krystallisierte, 
wurde abgesaugt (Niederschlag 1). Die Menge betrug 1,10 g. 

Das Filtrat wurde weiter eingedampft, bis die Hauptmasse 
des Tyrosins abgeschieden war und die Mutterlauge nur eine 
ganz schwache Millonsche Reaktion gab, sie wurde abgesaugt 
(Niederschlag 2). Die Menge betrug 1,12 g. 

Der Niederschlag 1 war kaum in Wasser, ganz leicht 
loslich in verdiinntem Ammoniak. Er wurde in einer geringen 
Menge Ammoniak geldst, mit Tierkohle entfairbt und im Vakuum- 
exsikkator langsam verdunstet, wobei er in sechsseitigen Tafeln 
auskrystallisierte. Die Krystalle gaben Schwefelbleiprobe und 
bestanden aus Cystin. 

0.2100 g verbrauchten bei N-Bestimmung nach Kjeldahl 
17,4 ccm ™/10-Schwefelsiure. 

Gefunden: Berechnet fiir C,H,,.N,5,0,: 

N = 11,60°/o N = 11,67°/o. 

Der Niederschlag 2 wurde in kochendem Wasser geloést 
und unter Anwendung von Tierkohle umkrystallisiert. Er stellte 
eine Gemenge von Cystin und Tyrosin dar und gab Millons 
Reaktion und Schwefelbleiprobe. Die Trennung von beiden 
geschah durch fraktionierte Krystallisation und zum letzten 





| 





Uber einen krystallisierten Eiweifké6rper usw. 95 
Male unter Anwendung von Ammoniak und Kssigsiiure. Daraus 
haben wir 0,43 g Tyrosin und 0,58 g Cystin isoliert. 

Die Mutterlauge des Tyrosins wurde mit verdiinnter 
Schwefelsiiure bis zu einem Gehalt von 5°/o an Schwefelsiiure 
— die ganze Fliissigkeitsmenge betrug 350 cem — und mit 
Phosphorwolframsiurelosung gefillt. Der Niederschlag wurde 
nach 24 Stunden abgesaugt, mit schwefelsiiurehaltigem Wasser 
gut ausgewaschen. 

Der Niederschlag wurde mit Barytwasser zerlegt und nach 
der bekannten Methode auf die Diaminosiiuren untersucht, merk- 
wirdigerweise konnten wir kein Arginin finden. Auch Histidin 
ist wahrscheinlich nicht vorhanden, die Bromreaktion war 
negativ, nur eine schwache Diazoreaktion wies auf die Moglich- 
keit hin, dafi geringe Mengen von Histidin vorhanden sein 
ko6nnten. Ein reines Pikrolonat lieB sich nicht gewinnen. Da- 
gegen wurde Lysin als Pikrat isoliert. Die Menge des Pikrates 
betrug 0,56 g = 0,22 g Lysin. Charakteristisch zersetzte es sich 
mit bekannter Heftigkeit bei langsamem Erhitzen bei 252° C. 

Die Mutterlauge vom Phosphorwolframsiiureniederschlag 
wurde mit Barytwasser von tiberschiissiger Phosphorwolfram- 
sdure, dann von iiberschiissigem Baryt befreit und auf dem 
Wasserbade eingedaimpft. 

Kin kleiner Teil des Riickstandes wurde in einer geringen 
Menge Wasser gelost, erwiirmt, mit gesiattigter alkoholischer 
Pikrinséurel6sung versetzt und bei 0° C. stehen gelassen, wobei 
sich kleine Kugeln, aber keine Nadeln von Glykokollpikrat 
ausschieden. 

Der Riickstand, der einen ziihen Sirup darstellte, wurde 
mit konzentrierter Salzsiiure aufgenommen (ca. 20 ccm), mit 
Salzsduregas gesiittigt, mit einigen Krystallen von salzsaurer 
Glutaminsiiure geimpft und 3 Tage im Eisschrank stehen ge- 
lassen, aber eine Auskrystallisation trat nicht ein. 

Die Salzséurel6sung wurde im Vakuum vollstindig ein- 
gedampft, nach der Vorschrift von Abderhalden mit der 
3fachen Menge absolutem Alkohol versetzt und getrocknetes 
Salzsiiuregas eingeleitet, einige Zeit stehen gelassen und unter 
vermindertem Druck abdestilliert. Der Rtickstand wurde noch- 
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mals mit absolutem Alkohol und Salzsiiuregas behandelt und 
abdestilliert. 

Das so gewonnene Esterchlorhydrat wurde genau nach 
der Vorschrift unter starker Abktihlung unter Anwendung von 
Natronlauge und Kaliumearbonat von Salzsiéure befreit, mit 
Ather aufgenommen. Die jitherische Liésung wurde mit aus- 
geglihtem Natriumsulfat getrocknet. 

Der Riickstand wurde mit Ather erschépft, nochmals ver- 
estert, ausgeiithert und der Ather getrocknet. 

Die vereinigte iitherische Esterldsung wurde bei 40° de- 
stilliert. Der Riickstand wurde sofort der fraktionierten Destil- 
lation bei 12—13 mm Druck unterworfen. 

Die erste Fraktion bis 60° C. betrug 1,58 g, die zweite 
bis 100° C. 2,69 g, die drilte bis 150° C. 0,72 g, die vierte 
bis 180° C. eine geringe Menge. 

Zur Verseifung wurden die erste, zweite und dritte Frak- 
tion jede fiir sich mit der 10fachen Menge Wasser am Riickflub- 
kiihler bis zum Verschwinden der alkalischen Reaktion gekocht. 
Nach dem Erkalten blieben alle drei Fraktionen ganz klar. 
Sie wurden verdampft und die Riickstiinde mehrmals mit ab- 
solutem Alkohol ausgekocht. 

Die vereinigte alkoholische L6sung lief beim Verdampfen 
0,73 g Substanz zuriick, welche in das Kupfersalz tibergefiihrt 
wurde. Dieses wurde mit absolutem Alkohol ausgekocht und 
dadurch das aktive vom racemischen Prolin getrennt. Das letzte 
wurde aus Wasser umkrystallisiert und an der Luft getrocknet. 

0.1409 g Kupfersalz gaben 0,0345 g CuO. 

Gefunden : Berechnet fiir (C,H,O,N),Cu +- 2 H,O: 
Cu = 19,56°/o Cu = 19,48 °/o. 

Der in Alkohol unlésliche Riickstand der ersten Fraktion 
— Menge: 0,44 ¢ — wurde in 20 ccm Wasser heii gelost und mit 
gesiittigter alkoholischer Pikrinsiiurel6sung versetzt, 24 Stunden 
bei 0° C. stehen gelassen. Hier schieden sich nun doch typische 
Glykokollpikratnadeln in der geringen Menge von 0,18 g ab, 
die bei 190° schmolzen. Also haben wir aus dieser Fraktion 
0,05 g Glykokoll gewonnen. 

Das Filtrat von Glykokollpikrat wurde mit Salzsaéure ver- 
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setzt und ausgeiithert. Die von der iitherischen Lésung ab- 
getrennte Fliissigkeit wurde mit gelbem Bleioxyd von der Salz- 
siiure, dann durch Schwefelwasserstoff vom geléstem Blei befreit 
und eingedampft. Die zuerst auskrystallisierte Substanz wurde 
analysiert. 

0,1403 g Substanz verbrauchten bei der N-Bestimmung 
nach Kjeldahl! 15,6 ccm ®/10-Schwefelsiure. 

Gefunden : Berechnet fiir C,H,O,N: 
N = 15,57°/o N = 15,73». 

Der in Alkohol unlésliche Riickstand der zweiten Fraktion, 
die in Wasser sehr leicht loslich war, wurde mit Methylalkohol 
ausgekocht und nach dem Erkalten filtriert. Die unlésliche Sub- 
stanz haben wir in das Kupfersalz tibergeftihrt, welches in Nadeln 
krystallisierte und leicht ldslich war. Die Menge des Salzes 


betrug 1,42 g. 


00,1864 ¢ des krystallwasserfrei getrockneten Kupfersalzes 
gaben 0.0624 ¢ CuO. 
Gefunden: Berechnet fiir (CZH,NO,),Cu: 
Cu = 26,74/0 Ca == 26,01 °/c. 


Aus der Loéslichkeit der freien Siiure und den Eigenschaften 
des Kupfersalzes ist das Vorhanden des Leucins in dieser 
Fraktion ausgeschlossen. 

Die methylalkoholische Losung wurde auf dem Wasser- 
bade eingedampft. Der Riickstand krystallisierte in Bliittchen 
— Menge: 0.27 g. Das daraus gewonnene Kupfersalz des 
Valins krystallisierte in Bliittchen. 

0.1562 ¢ des bei 100° C. getrockneten Kupfersalzes gaben 
0,0432 ¢ CuO. 

Gefunden : Berechnet fiir (ClH,)NO,),Cu: 

Cu = 22,09°/o Cu = 21,52°/o. 

Wir haben also einen etwas hohen Kupferwert ftir Valin- 
kupfer gefunden. Das kommt wahrscheinlich von Alanin, welches 
in geringer Menge in cen Methylalkohol tiberging. 

Den in Alkohol unléslichen Riickstand der dritten Fraktion 
haben wir wie den der zweiten Fraktion behandelt. Aus der 
methylalkoholischen Losung wurde 0,12 g Valin gewonnen, Das 
Kupfersalz, welches aus dem in Methylalkohol unloslichen Teil 
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hergestellt war, war schwer l6slich in Wasser und krystallisierte 
in Bliittchen. Wegen des Mangels an Material konnten wir es 


nicht identifizieren. 
Es lieBen sich demnach an Spaltungsprodukten mit Sicher- 


heit feststellen: 

















Erhaltene Menge Berechnet fir 100 g 





Substanz Kiweifkorper 

g g 
nn er 1.69 | 10,60 
Co ee 0.45 2.68 
PO a ne ().22 1,38 
Glykokoll . . 2... 0.05 O31 
Alanin 1 44 8.99 
ee are ae 0,73 4,56 

0.39 | 2,43 


Valin . 
































Bemerkungen zu der Arbeit von Hans Euler und Sixten 
Kullberg: Uber die Wirkungsweise der Phosphatese. ') 


Von 


A. v. Lebedew. 


Der Redaktion zugegangen am 9, Oktober 1911.) 


In der oben genannten Arbeit behaupten die Autoren, daB es ihnen 
velungen sei, die synthetisierende Wirkung eines Enzyms, das sie «Phos- 
phatese» nennen, unabhaingig von der Zymase zu studieren. Dieses Enzym 
soll den bei der Girung auftretenden Ester aus seinen Bestandteilen 
— ein den Autoren zufolge noch unbekannter Stoff, wahrscheinlich ein 
Zucker, der merkwiirdigerweise die Fehlingsche Lésung nicht reduziert 
und optisch inaktiv ist,?) und Phosphorsiure — aufbauen. 

Um das zu beweisen, haben sie die trockene Hefe*) angewandt, 
welche sie 3'/e Stunden in wasseriger Zuckerldsung macerierten, darauf 
filtrierten. Das Filtrat («Hefenextrakt») enthielt die «angegorene Glukose» 
und die «Phosphatese» der Autoren. 

Ich méchte nun meine Arbeit,*) welche ich schon im Januar dieses 
Jahres verOffentlicht habe, hier in Erinnerung bringen. Ich habe namlich 
schon damals gezeigt, dafs man bei der Maceration der trockenen Hefe 
in Wasser einen wirksamen Saft bekommt. Es ist damit klar, dafi Euler 
und Kullberg nicht mit dem Hefenextrakt, sondern mit dem Hefesaft 
gearbeitet haben, deshalb sind auch alle von ihnen gezogenen Schliisse 
sehr zweifelhaft, denn es war ja vor allem ndétig, zu zeigen, dab bei 
ihren Versuchen keine Girung stattfand. Das aber haben sie leider zu 
tun unterlassen. 

Sie haben freilich dargetan, daS auch bei der Anwendung einer 
Reinkultur von Aspergillus niger statt trockener Hefe eine Verminderung 
(iibrigens nur eine unbedeutende) der Phosphationen in der Lésung statt- 


') Diese Zeitschrift, Bd. 74, S. 15 (1911). 

*) I. c. S. 23, 24. 

*) Seit 1907 verweunde ich zu den Girungsversuchen die trockene 
Hefe (Biochem, Zeitschr., Bd. 20, S. 116 (1909)). 

‘) Compt. rend. de l’Acad. des Sciences, Bd. 152, 8.49 u. 1129 (1911). 
Vgl. auch: Bul. de la Soc. ch. de France 4¢, Bd. 9—10, 5, 76, 411, 672, 
744 und Diese Zeitschr., Bd. 73, S. 447 (1911). 
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findet, doch haben sie sich durch einen direkten Versuch nicht ver- 
sewissert, daB dabei wirklich ein Zuckerester entsteht. Derselbe Vorwurf 
eilt auch fiir den Versuch mit Arabinose statt Glukose. 

Was endlich den Versuch mit Dioxyaceton anbetrifft, so habe ich 
einen dihnlichen schon 1910 beschrieben und mir vorbehalten, die Unter- 
suchung fortzusetzen.') (In diesem Jahre habe ich sie fortgesetzt und 
verOffentlicht.*)) Weder diese noch eine andere Arbeit ist von den Autoren 
Wenn Euler und Kullberg sich die Miihe gegeben hitten, die 


zitiert. 
betreffende Literatur kennen zu lernen, so hiitten sie sich 


ihr Thema 
viel Zeit gespart, da die ganze von ihnen ausgefithrte, an und fiir sich 
interessante Arbeit, wie mir aus den oben gemachten Bemerkungen hervor- 


zugehen scheint, zu wiederholen 1st. 


') Biochem. Zeitschr., Bd. 28, S. 214 (1910). 
*) Compt. rend. de lAcad. des Sciences, Bd. 153, 5. 136. Der aus- 
liihrlichere Bericht erscheint demniichst im Bul. de la Soc. ch. de France 


und in den Berichten d. deutsch. chem. Gesellschaft. 
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erscheint in Banden zu 6 Heften, jedes zu ungefihr 5—6 Bogen. Preis 
des Bandes 12 Mark. 

Die in dieser Zeitschrift zu publizierenden Arbeiten werden, wenn 
es nicht aus technischen Griinden unmédglich ist, in der Reihenfolge, in 
welcher sie der Redaktion zugehen, aufgenommen. — Kurze Notizen 
oder Bemerkungen zu anderen Arbeiten werden in der Regel am Schluf 
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Die Fette 


vom physiologisch-chemischen Standpunkte. 





Von 


Dr. Adolf Jolles, 


Honorar-Dozent am k. k. Technologischen Gewerbemuseum in Wien. 


8°. 71 Seiten. 1907. .@ 1.60. 


Diese Schrift ist bestimmt, eine fihlbare Liicke in der einschlagigen 
Literatur auszufiillen und wird sowohl Physiologen als auch allen 
Medizinern, Chemikern und Pharmazeuten gute Dienste leisten. 


«Das Werkchen ist eine sehr fleifige Sammlung der neueren For- 
schungen auf dem Gebiete der Fettchemie, insoweit sie physiologisch 
bedeutsam sind, im Zusammenhang mit den in Betracht kommenden 
allgemeinen Erfahrungen der organischen und physikalischen Chemie. Die 
Anzahl der die wissenschaftlichen Arbeiten veréffentlichenden Zeitungen 
und Zeitschriften ist zu einer erstaunlichen Héhe angewachsen und macht 
es dem Ejinzelnen schon schwer, selbst auf kleinerem Gebiete, alle Ab- 
handlungen und Leistungen zu verfolgen. Wer nun weil, welches Mah 
von Miihe und Zeitaufwand es kostet, bei diesen Mengen von Publikationen 
eine so vielfach zerstreute einschligige Literatur zu bearbeiten, wird 
dieser gewissenhaften Zusammenfassung Dank wissen.» 


Osterreichische Chemiker-Zeitung 1907, Nr. 16. 
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bei Vergiftungen. 
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ao. Professor an der Universitat Freiburg i. Br, 


8°. IV, 32 S. 1903. Preis & 1.— 


«Die in bemerkenswerter Kiirze und Klarheit geschriebene Broschiire 
versucht ein Bild des chemischen Riistzeuges zu geben, dessen sich der 
Tierkérper bei denjenigen Vergiftungen bedient, deren Verlauf man 
chemisch verfolgen kann. . .> 

Naturwissenschaftliche Wochenschrift. N. F. III. Nr. 23. 


«Der Inhalt dieser Arbeit 1a4ft sich kurz nicht wiedergeben. Wir 
empfehlen aber ihre Lektiire allen, die an toxikologisch-chemischen 


Fragen Interesse haben.» 
Pharmaceutische Zeitung 1903, Nr. 86. 
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Professor Dr. Felix Hoppe-Seyler: 


liber die Ginwirfung de3 Sauerjtoffs auf Garungen. Heftidhrift auc Feier 
be8 25jabrigen Beftehens dce8 pathologifcen Gujtituts gu Berlin Herrn 
Geheimen Mediginalrat, Profeffor Dr. Rudolf Virchow iiberretdt. 8°. 
32 ©. 1881. | A 1i— 
Uber die Entwickelung der physiologischen Chemie und ihre Bedeutung 
fir die Medicin. Rede zur Feier der Eréffnung des neuen physiol.- 
chem. Instituts der Kaiser-Wilhelms-Universitét Strahburg gehalten 
am 18. Februar 1884. Gr. 8° 32 S. 4 1.— 





Portrait von Felix Hoppe-Seyler in Heliograviire, 2733 cm Papier- 
format. A 3.— 





Baumann, E., und A. Kossel, Zur Erinnerung an Felix Hoppe- 
Seyler. (Abdruck aus Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fir physiologische 
Chemie, Band XXI.) 8% 62S. mit dem Bildnis Hoppe-Seyler’s 
in Heliograviire. 1895. A 2.— 


was Mit einer Beilage der Verlagsbuchhandlung Georg Reimer 
in Berlin betreffend «E. Kaufmann, Lehrbuch der speziellen 
pathologischen Anatomie». Sechste Auflage. 


M. Da Mont-Schauberg, Strassburg — 441 
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